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Resumen, 
Hace ya más de una década que Poiesz et al} aislaron d primer retro virus 
involucrado en neoplasias humana« el virus humano tipo 1 con tropismo por Hnfbcítos T 
(HTLV-I). 
Dos enfermedades, la Leucemia/Linfoma de Linfbcitos T de adultos (ATLL), de 
carácter neoplásico, y la Paraparesia Tropical Elástica (TSP) o la Mielopatía 
Asociada al HTLV-I (HAM), patología crónico-degenerativa, fiieron etiológicamente 
vinculadas al HTLV-I.2 
En Japón, se detectaron las áreas de mayor endemicidad al HTLV-I y a las 
enfermedades que causaban, ATLL y HAM3,4 El Caribe y Africa Central, también se 
revelaron como áreas de elevada inddencía del virus.5'6 
Estudios más recientes han detectado alta seroprevaleccía del HTLV-I en 
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Sudamérica e Islas del Pacífico sur, y curiosamente, entre los aborígenes de estas áreas. 
Otras áreas de menor endemicidad fueron encontradas en diferentes partes del mundo, 
asociando algunos investigadores este hallazgo, a la migración de individuos de la raza 
negra a diferentes continentes, por creer que el virus se haya originado en Africa.9,10 Sin 
embargo, los hallazgos de alta seroprevalencía del HTLV-I entre aborígenes, en 
Sudamérica,7 Centroamérica,11 Pacífico sur,8 Japón,3 Filipinas,12 Taiwan13 y Rusia,14 
provocan una polémica acerca del tema. 
En 1982, Kalyanaraman et al.15 detectaron un retrovirus altamente relacionado 
a n t i g é m c a m e n t e al HTLV-I, denominado HTLV-IL Pruebas serológicas y de análisis 
molecular han demostrado que en muchas áreas en que se creía estar circulando el HTLV-I, 
en realidad está presente d HTLV-II o otro retrovirus antigénicamente rdadonado. 
Actualmente hay mucha controversia en cuanto al papd dd HTLV-II en patologías 
humanas.16,17 
Datos preliminares obtenidos por nosotros en colaboradón con Maruyama, en que 
se demuestra la presencia de anticuerpos sólamente en contra de péptidos dd GAG dd 
HTLV-I/n, no ñieron sufidentes para convencer a la conmumdad dentífica de la 
existencia dd HTLV en la Amazonia brasileña.7 En este trabajo se confirma la circulación 
xm 
del HTLV-I, bajo la demostración de anticuerpos anti-HTLV-I para el GAG, ENV y 
p40tax, así como la amplificación y detección de regiones gálicas del virus en el suero 
de individuos HTLV-I seropositivos. 
La tasa general de prevalenda para anticuerpos anti-HTLV-I es de 0.56 % 
(12/2,131), distribuidos entre pacientes neoplásicos 1.17 % (4/390), individuos del grupo 
control 0.38 % (3/770), profesionales de salud 1.76 % (3/170), amerindios amazónicos 
0.21 % (1/487) y familiares de individuos HTLV-I seropositivos, 14.28 % (2/14)*; los otros 
grupos que fueron estudiados, inmigrantes japoneses y sus descendieotes(100), pacientes 
con enfermedades neurológicas (37), pacientes con enfermedades ginecológicas (104), 
pacientes con genopatías y sus progenitores (60) y pacientes con neuropatías (37), todos 
resultaron seronegativos al HTLV-I. La seroprevalencia general para el HTLV-I disminuyó 
a 0.49 % cuando se sumó a la población de 2,131 individuos, otras 684 muestras quefu®t>n 
únicamente sometidas a ELISA, los cuales estaban distribuidos en: un grupo de HIV 
seropositivos con una saoprevalenáa de 0.63 % (2/316) y ningún seroreactor entre 
pacientes con malaria (0/168) y demadores de sangre (0/200). 
Los simios amazónicos resultaron seronegativos a HTLV-I (0/134), mientras que 
8.33 % (2/24) de los simios africanos presentaron anticuerpos anti-HTLV-I/STLV-I. 
El hallazgo más interesante fue la alta seroprevalencia para el HTLV-I, de 63.63 % 
(7/11) entre profesionales de salud y pacientes neoplásicos, expuestos largo tiempo a la 
radiactividad. 
Hubo una mayor incidencia de infección por el HTLV-I entre mujeres 75% (9/12), 
particularmente entre pacientes con neoplasia cervicouterina. Entre individuos del grupo 
control, se halló un foco de infección por el HTLV-I en una villa pesquera en la isla 
de Marajó, en la desembocadura del río Amazonas. 
Nuestros datos sugieren que é HTLV-I no sea autóctono entre amerindios 
amazónicos y que exhibe limitada variación antígeno-genómica en relación a los 
prototipos del HTLV-1 circulante en el mundo. 
•Hubo on individuo HTLV-I seroptwitrvo qoe fue clasificado gitip'itánftanignft» como Profesional de salud y 
familiar de individuo HTLV-I seropostivo. 
1. Introducción 
Los virus, por sus características peculiares de parásitos intracehilares, se posesionan 
de la maquinaria bioquímica de la célula para la síntesis de sus moléculas y, en algunos 
casos, integran su material genético en el DNA del cromosoma de la célula hospedera, 
alterando la expresión de los genes celulares, empezando muchas veces en este 
momento él mecanismo oncogénico18,19 
En los animales, hay un gran número de virus involucrados est procesos neoplásicos, 
mientras que, en el hombre, se conocen pocos virus, en que comprobadarnente se ha 
observado la relación causa-efecto, entre virus y oncogénesis20,21. 
Actualmente se sabe que el virus de Epstem-Barr esta etiológicamente 
relacionado con el linfoma de Burkitt y el carcinoma nasofaríngeo22 Además de este, 
se podría mencionar los papilomavims, en los que se ha detectado la integración y 
expresión de su genoma en cdulas neoplásicas del cerviz uterino23; los virus de la Hepatitis 
B (HBV) y de la Hepatitis C, involucrados como agentes etiológicos del hepatocardnoma 
celular24, y el HTLV-I, d agente etiológico de Leucemia/Linfoma de Linfocito» T ite 
Adultos1,2. 
En rdadón a otros virus que podrían estar involucrados en la etiología de 
neoplasias humanas, todavía, no se tiene datos concluyenos, como por ejemplo, ocurre 
con d Herpes Simplex tipo I y d Herpes Simplex tipo n y los Adenovirus19,20. 
Distintos son los mecanismos por los cuales k>s virus inducen d proceso neoplásico. 
Los virus DNA de una manera general dependen de la expresión directa de 
determinados lod génicos propios para d desarrollo dd proceso neoplásico20. Los RNA 
virus, representados por d gran grupo de los retro virus, en su gran mayoría traen en su 
genoma, recombinantes de oncogeoes que cuando infectan cdulas hospederas, inducen d 
proceso neoplásico25. Otros retrovirus, como d HTLV-I, II y d virus de la leucemia 
bovina no acarrean oncogenes, pao inducen d proceso neoplásico, mediado por genes 
propios con función reguladora de la expresión viral y, que por "acddente" o tropismo se 
dirigoi a los genes celulares, activando de una forma patológica mecanismos 
involucrados en la proliferación y diferenciadón celular1*-2'. 
La asociación etiológica del HTLV-I con el TSP/HAM fue uno de los factores que 
incitaron estudios epidemiológicos del HTLV-I en Sudamérica, particularmente en áreas de 
elevada incidencia de TSP, como en la región norte2,10. 
Los retrovirus de primates con linfotropismo T, PTLV, (HTLV-I, HTLV-II y 
STLV-I) derivan de un ancestral común, y el hecho que la variabilidad genética de un 
PTLV sea directamente proporcional al tiempo que este agente esta circulando en una 
población26, ha proporcionado información para estudios de antropología física, 
particularmente en las rutas de migración del hombre y simios entre los continentes, así 
como en la comprensión de los mecanismos de evolución de los protooncogenes21. Por 
otro lado, no está muy claro el papel de k>s PTLVs en la patogénesis de las 
enfermedades que se les atribuye25. 
Basado en lo anteriormente expuesto, nosotros en colaboración con Maruyama, 
realizamos estudios preliminares y pioneros, con el objeto de detectar la presencia del 
HTLV en la Amazonia brasileña7. Sin embargo, es reciente el cuestionamento en cuanto 
a la clasificación del oncornavirus humano y, algunos investigadores todavía no aceptan 
una subdivisión del HTLV en tipos I y O, basado en la hipótesis de que, dependiendo del 
grado de maturación del virion en la célula y su interación con los antígenos de 
histocompatibilidad humano, se determina esta subdivisión en HTLV-I y HTLV-II, con un 
ancestral común a ambos. 
Este trabajo de tesis planteó esclarecer las dudas referentes a los primeros datos 
obtenidos sobre la existencia del HTLV en la Amazonia brasileña, y extenderse un poco 
más, tratando de determinar qué tipo de HTLV circula, su prevalencia en diferentes áreas 
y ai diferentes pobladones humanas 
2. Objetivos 
Identificación del HTLV circulante y mapeo de las zonas endémicas en 
poblaciones humanas de la Amazonia brasileña. 
2.1. Objetivos específicos: 
a)Determinar la seroprevalencia del HTLV entre distintas poblaciones de la Amazonia 
brasileña. 
b)Detectar el genoma proviral del HTLV ai el DNA de linforitos de individuos 
seropositivos al virus y comparar el provirus con los prototipos del HTLV-I y HTLV-II. 
c)Clasificar taxonómicamente el virus detectado. 
3. Importancia. 
Los retro virus se han vuelto un problema de Salud Pública. El HTLV-I todavía 
sigue sendo ignorado por las autoridades mnitarifl* en muchos países de Latinoamérica. 
El virus, por su carácter patogénico, etiológjcamente involucrado en hemoblastosis 
y enfermedades neurodegenerativas, es tema de intensa investigación, tanto a nivel 
epidemiológico como de biología molecular, sin embargo, escasos son los datos 
seroepídemiológicos que indiquen las áreas de mayor o menor incidencia del virus en 
Latinoamérica. 
Particularmente en la región Amazónica, Black et ai. (datos no publicados), 
nosotros en colaboración con Maruyama7 y Kanzaki et al.27 reportan la detección de 
anticuerpos para él HTLV-I en diferentes grupos de aborígenes y poblaciones urbanas. 
Sin embargo, el perfil de la respuesta inmune al virus, de los individuos supuestamente 
HTLV-I seropositivos no esclarecen si es realmente un HTLV. 
El patrón genético de los individuos y las diferentes variaciones antígeno-
genómicas del HTLV, reflejan diferencias en el tropismo viral y la respuesta del 
hospedero obviamente determinando las variadas manifestaciones clínicas de la infección 
por el HTLV. 
Los datos que se obtengan referentes a variación gémca del HTLV circulante en la 
Amazonia brasileña situaría él virus entre otras cepas en el mundo, aportando información 
que podría contribuir a dilucidar el origen y ruta de evolución de los HTLV y también en 
estudios relacionados al origen y migración del hombre en el continente americano, además 
de que, el comportamiento del virus en las distintas poblaciones en que se encuentre nos 
informa algo acerca de las características de la relación parásito-huésped que podría 
proporcionar datos para medidas profiláticas a infección por el HTLV, no sólo en Brasil sino 
también en otras áreas en el mundo. 
Por otro lado, evidencias que demuestra la circulación del virus en las poblaciones 
rurales y urbanas, convencerían a las autoridades del Ministerio de Salud a volver 
obligatorias las pruebas serológicas para la detección de anticuerpos anti-HTLV en Bancos 
de sangre y congéneres a fin de prevenir la diseminación del virus. 
4. Antecedentes. 
Los factores y mecanismos que llevan a una neoplasia son diversificados, 
numerosos y en la gran mayoría poco comprendidos20,21*25. Tratándose de agentes 
biológicos, específicamente los virus, en el inicio del siglo, Vaüée & Carre21 demostraron 
en 1904 que un agente filtrable era responsable de la Anemia Infecciosa Equina. En 
1908, EUerman & Bang21 demostraron que la leucoma aviaria y otras neoplasias de 
tejido hematopoiético podrían transmitirse por virus. Posteriormente, en 1911, Peyton 
RouS21 reveló que un sarcoma podría transmitirse de forma similar en pollos. 
En 1942, Bittner21 demostró que el "agente de la leche" de ratones era un virus 
(virus del tumor mamario de ratones, MMTV). En 1951, Ludwik Gross21 reportó el 
aislamiento del primer virus de leucemia de mamíferos, hoy denominado el virus de la 
leucemia de Gross. A partir de entonces, muchos otros aislamientos de virus se siguieron de 
una variedad de leucemias y sarcomas de diferentes especies de animales. Sin embargo, el 
hecho de que, se manipulaba con anímales de laboratorio, no convencía a la 
commumdad científica del papel oncogénico de los virus, hasta que, de felinos salvajes y 
domésticos se aisló el virus ecológicamente relacionado con neoplasias, el virus del 
sarcoma/leucemia de felinos 2S'2*. 
Aunque, ea todas las escalas zoológicas de vertebrados y hasta de primates no 
humanos se había aislado virus tumorigénicos21, la búsqueda incesante de virus 
oncogénicos en el hombre culminó con la visualización por Aschong, Epstein y Ban22 de 
partículas virales por microscopía electrónica en células cultivadas a partir de linfoma 
de Buikitt de un niño africano en 1964. Sin embargo, sólo recientemente se pudo afirmar 
que el virus de Epstetn-Barr está involucrado en la etiología del linfoma de Burkitt asi como 
del carcinoma nasofaríngeo29. 
Los primeros virus con los cual» se pudo establecer el vínculo etiológico con 
neoplasias fueron denominados oncomavirus, por tener su material genético constituido de 
RNA21. En el hombre, el primer virus relacionado ecológicamente con neoplasias posee 
DNA como material genético22. El aislamiento de RNA virus de neoplasias ocurrió después 
que Baltimore30, Temin y Mizutani31, en 1970, demostraron la presencia de la 
transcriptasa inversa, una DNA polimerasa dependiente de RNA, imprescindible para la 
síntesis de DNA viral tomando como molde el RNA viral y para la propia integración del 
DNA viral en el cromosoma de la célula hospedera. En principios de los años 70, la 
existencia de retrovirus humanos era todavía muy discutida. Sin embargo, en aquel 
entonces, Hehlmaim et al 32 en 1972, obtuvieron evidencias experimentales de la 
presencia de retrovirus humanos, en base a la demostración de la actividad de la 
transcriptasa inversa endógena asociada a un RNA de 70 S en extractos de citoplasma 
humano. También, como factor decisivo para el aislamiento de los RNA virus 
oncogémcos, se menciona la caracterización y uso de la interieucina 2 por Mier et al, , 
en cultivo de linfbcHos, logrando cultivos de larga duración, indefinidos, lo que permitió, 
en 1980, después de muchos intuitos a Poiesz et aJl, aislar y caracterizar el primer virus 
RNA humano oncogémco, ahora denominado HTLV-I, de un paciente con licfoma 
cutáneo (linfoma de Hnfbcitos T) y posteriormente, el tipo n, fue también aislado en los 
E.U. en 1986, del bazo de un paciente con una variante de Leucemia de Liofodtos T 
Pilosos. El HTLV-II presenta cerca de 60 % de homología del ácido nucleico con el 
HTLV-L El HTLV-II no ha ¿do asociado definitivamente con ninguna patología, sin 
embargo, el aislamiento del virus de dos pacientes con una variante muy rara de leucoma 
de células pilosas sugieren un papel potencial del virus en cuadros 
linfbproliferativo s15'16. Actualmente los retrovirus han sido descritos en animales de 
diferentes grupos taxonómicos, incluyendo peces, anfibios e insectos21. 
4.1. Biología de los Retrovirus. 
4.1.1. Clasificación de los Retrovirus. 
Los oncomavírus actualmente reciben la denominación de Retrovirus, por el hedió 
de que acarrean en su estructura y codifican en su genoma, la transcriptasa inversa28. 
Los virus RNA que poseen la transcriptasa inversa, están clasificados en la familia 
Retroviridae, constituida de las subfamilias oncovirinae, lentivirmae y spumavirínae, 
abarcando un largo espectro de hospederos, desde los invertebrados a los vertdnados21. 
En la subfamilia oncovirinae están agrupados los virus que inducen una amplía gama 
de neoplasias; fueron los primeros virus asociados con cáncer. Michos de estos virus 
son agentes neoplásicos obligatorios, acarreando en su genoma oncogenes, 
responsables para el desarrollo del proceso neoplásico. Los oncovims están subagrupados 
en los tipos A, B, C y D de acuerdo a propiedades morfológicas específicas, inicialmente 
descritas por Bernbard con d empleo de la microscopía electrónica. Las partículas 
dd tipo A carecen de poder infectivo y sólamente han sido observadas en d interior de 
la célula. Posee) estas partículas un core déctron-lúddo recubiertas por una doble 
envoltura, generalmente de 60-90 nm de diámetro. Estas partículas encontradas en las 
astenias celulares, pueden ser observadas en células que producen partículas dd tipo C y 
D, sin embargo, no se comprende su papd en la morfogénesis de los retro virus. El 
prototipo de este subgrupo, es d virus de ratón tipo A21. 
Las partículas dd tipo B exhiben pleomorfismo durante su brote a través de la 
membrana celular Estas partículas poseen largas espículas gücoprotdcas, aún cuando ai 
nudeocore está preso a la membrana. Después dd brote, las partículas maduras 
presentan nucleoides déctron-densos, excéntricamente localizados. El prototipo de este 
subgrupo es d virus dd tumor mamario de ratones, MMTV21. 
Las partículas dd tipo C solamente han sido observadas cuando empiezan a 
brotar a través de la membrana celular. Durante d brote, los core déctron-densos se tornan 
eléctron-lúádos y se observan las espículas gücoprotdcas virales recubriendo la 
membrana plasmática, que envudve d core viral. Dos formas de partículas han sido 
descritas, las formas inmaduras, con core eléctron-lúddo y maduras con core déctron-
denso. El virus de la leucemia de ratones es d representante de este subgrupo21. 
Viriooes dd tipo D son observados intracehilanneate, en forma de anillos 
localizados cercanos a la membrana plasmática, Las formas extracdulares presentan d 
core elcctron-denso situado «céntricamente. De la envoltura parten cortas espículas de 
naturaleza glicoproteica. Como modelo de este subgrupo tenemos d virus de Mason-Pfiser 
de monos21. 
Los leWivirus incluyen agentes que inducen enfermedades neurológicas e 
imnunodegenerativas, crónicas, con largos periodos de incubaríón. En esta subfamilia están 
incluidos d virus de la Anemia Infecciosa Equina, d virus de la Encefalitis-Artritis 
Caprina, d virus dtf la Inmunodefidencia Bovina, d virus de la Inmunodefidencia Felina, d 
virus de la Inmunodefiriencia Humana, tipos 1 y 2, y el virus de Maedi-Visna que es el 
prototipo de este grupo. Morfológicamente, los lentivirus presentan el nucleoide 
incompleto durante el brote prematuro y no disponen de una membrana eléctron-
túáda intermedia. En partículas virales maduras, el nucleoide presenta la forma 
dlíndrica21-28. 
Bajo la denominación de Spumavirus, están los retro virus que aún no se sabe si 
inducen algún tipo de proceso patológico um vivo"21. Generalmente son encontrados 
como contaminantes de cultivos celulares, induciendo lesiones degenerativas vacuolizantes. 
Estos agentes han sido aislados de células de bovinos, felinos, hamsters y humanos. 
Presentan partículas nucleoides intracitoplasmáticas que son incorporadas a la superficie 
celular durante el brote. Las formas maduras poseen nucleoide eléctron-hkddo con 
espículas radiantes. De modo general, los retrovírus tienen un diámetro que varía entre 50-
150 nm25-28. 
4.1.2. Genoma del Viras. 
Los retrovirus poseen RNA de cadena simple, dispuesto en dos cadenas idénticas, 
unidas por un RNAt, de polaridad positiva, similar al RNA mensajero. El complejo 
dimérico del RNA genómico sedimenta a 60-70 S, presentando secuencias de poli A de 
cerca de 200 residuos en el extremo 3' terminal y "cappingn típico en el 5' terminal. Además 
de su RNA diploide y el RNAt, los retrovirus acarrean RNAr de la célula hospedera2834. 
La transcríptasa inversa, con fondón polimerasa, RNasa, endonucleasa e 
íntegrasa, transcribe el RNA viral genómico en un híbrido, DNA-RNA. La cadena negativa 
del DNA es utilizada como molde para la transcripción de la doble cadena de DNA, 
mientras que la cadena de RNA es degradada por actividad ribonudeásíca de la enzima. El 
DNA genómico se circulariza y es transportado al núcleo celular integrándose al DNA 
cromosómico de la célula hospedera, mediada por la actividad integrasa de la 
transcríptasa inversa21,25,28. 
El RNA genómico del HTLV-I se constituye de 9,032 micleótidos y posee en sus 
extremos, secuencias terminales repetitivas largas de 754 micleótidos (LTR). Las 
terminaciones repetitivas largas son responsables para la integración del DNA proviral 
en el DNA celular. La longitud inusual del LTR se debe a largas regiones de U3/R/U5, que 
juegan un papel importante e i la integración del DNA proviral y también en la regulación 
de la transcripción del genoma proviral34,33. 
La estructura genómica dd HTLV-I se organiza en la siguiente forma: 5-gag-pol-
env-pX-3', estas regiones gàùcas están presentes en otros retrovirus replicativo-
competentes, con excepción de la región pX. El gen gag que se inicia en ATG, en la 
posición 802 y termina en TAA, en la posición 2089, codifica para una proteína 
fbsforilada precursora, p55/53, que es procesada en 4 proteínas internas estructurales, 
p28, p24, pl9 (fosforilada) y pl5. La región poi, que se inicia con GGC, en la posición 
2498, y taurina en TAA, en la posición 5185, codifica para la transcriptasa invasa, 
originando productos poliprotócos de 180-200 kd, procesada en una proteina de 90 Kd. El 
producto de env, gp61/68, es proejado en polipéptidos que son glicosilados 
originando gp46 y gp21 localizados al exterior y transmembranal mente al virion 
respectivamente35. 
El HTLV-I y d -II, como también el virus de la Leucemia Bovina presentan una 
región abierta de lectura, pX, que en diferentes fases codifica para 3 proteínas distintas, 
que en el HTLV-I son designadas tax (p40), rex (p27) y p21, las cuales regulan la 
repbcación y expresión de genes virales y celulares28,35. 
El LTR del HTLV-I contiene un pot enei ador de ta transcripdón, 
consistiendo de tres repeticiones directas de 21 pares de base que son sitios de acción 
indirecta en "trans" de la p40tax. La acdón transactivadora de la p40tax sobre los 
genes celulares de la interleucána 2 y la subunidad a del receptor para la interleucána 2 
(TCGF, antigeno TAC) induce la proliferación indefinida de los Mocitos T 
cooperadores contribuyendo al desarrollo del proceso neoplásico36. Expcrimentalmente 
se ha obtenido la activarión de otros genes cdulares también involucrados en la regulación 
de k>s procesos de proliferadón y diferenciación 36>37>38. 
Métodos serológicos usuales (ELISA, PA, WB) no distinguen d HTLV-I dd 
HTLV-IL La reactividad inmunológica cruzada es más acentuada raitre los péptidos 
codificados por la región GAG dd genoma de estos viriones. Aunque la secuencia 
micleotídica del errv de estos viriones presenten cerca de 65 % de homología, es baja la 
seroreactividad cruzada entre los péptidos codificados por esta región15'16,17. 
Las secuencias terminales repetitivas (LTR) de estos viriones presentan muy baja 
homología, excepto en estrechos segmentos de oligonucleótidos localizados en 
dominios funcionales como la región promotora, estimuladora de transcripción 
(enhancer) y terminadora de la transcripción39. 
4.1.3. Variantes Genómicas y Evolución de los PTLVs. 
Bajo la designación de PTLV (Primate T-lymphotropic viruses), están los 
retro virus del grupo C con tropismo por linfoátos T, que engloban virus que infectan 
primates humanos y no humanos, àendo distintamsite denominados HTLV-I HTLV-H y 
STLV-I40. 
Entre las diferentes variantes del HTLV-I en el mundo (Asia, Africa, Estados 
Unidos, Caribe y Melanesia), el análisis de la secuencia nucleotídica ha demostrado 
variación gmómica de aproximadamente 5 a 10 % entre ellos, siendo más significante la 
variación con el hallazgo hecho en Melanesia41. 
Los prototipos del HTLV-I y el HTLV-II comparten cerca de 62 a 65 % de su 
secuencia pro viral39. 
Basándose en las diferencias en los sitios de restricción, de endonucleases 
(polimorfismo de restricción enzimàtica), el mapa fisico del genoma de diferentes aislados 
del HTLV-n provenientes de los E.U. A, en diferentes etnias (afroamericano, caucásico e 
hispano) demuestra que hay cerca de 5 % de variación en é genoma de estos viriones, 
llevando a creer que hay por lo menos dos subtipos42. 
El STLV-I, retrovirus simio con linfotropismo T, aislado de primates no humanos 
de Asia y Africa, ha sido clasificado muy cercano al HTLV-I, presentando entre 90 a 95% 
de homología entre sus secuencias nucleotídicas40 
Intentando trazar las rutas de evolución de los PTLVs, a partir de datos obtenidos 
de la evaluación del grado de homología entre las regiones más conservadas y variables de 
hk genomas, el HTLV-n parece haber divergido del ancestral común al HTLV-I y 
STLV-I en un pasado remoto, mientras que el STLV-I asiático se segregó posteriormente 
y él STLV-I africano y el HTLV-I se separaron más recientemente, llevando Poiesz41 a 
soportar la hipótesis de que el STLV-I y el HTLV-I se hayan originado en Asia y que la 
transmisión interespecies haya ocurrido en Africa, en oposición a lo que sostiene Gallo43, 
pués, según él, entre las diferentes variantes del HTLV-I en el mundo, las aisladas en 
Africa ecuatorial presentan elevado grado de variación en sus genomas, por haber estado 
más tiempo interacdonando con el genoma de sus hospederos, sufriendo por lo tanto 
numerosos cambios en su secuencia nudeotídica. Sin embargo, queda aún indefinido é 
origen de los PTLVs, debido al hedió que, todavía en muchas regiones en d mundo en 
donde se ha detectado serología positiva para los HTLVs, no se ha aislado d virus, ni 
tampoco analizado su forma proviral26-4 \ 
Diversas técnicas de análisis de ácido nuddco se han empleado para la detección de 
variadones en d genoma de PTLV, metodologías estas muchas veces complejas y 
trabajosas. Técnicas más sencillas que trataban de resolver pequeras variadones en d ácido 
mideico viral por mampuladones en las condiciones de la corrida dectrofbrética resultaron 
satisfatorias y redentemente empezaron a ser aplicadas en la búsqueda de variadones 
gémcas de HTLV. En este trabajo de tesis tratamos de probar d empleo dd análisis de 
polimorfismo conformational de cadenas simple de DNA (SSCP) para la detection de 
variadones en d genoma de HTLV43,44. El SSCP, como el nombre indica, se basa en la 
separación de cadenas ampie de DNA en gd de poliacrilamida en condiciones no 
desnaturalizantes, por k) tanto es un método sencillo para la detecdón de la presencia de 
mutaciones en un segmento de DNA43. 
4.1.4. Etiopatogénesis del HTLV-L 
Los retrovirus que infectan al hombre están incluidos en la subfamilia oncovirinae 
(HTLV-I y HTLV-n) y lentivirinae (fflV-1 y HlV-Iíf* 
El HTLV-I fiie el primer retrovirus aislado, en 1980 por Poiesz et al}, a partir de 
cultivo de linfbdtos de un patiente con una forma agresiva de neoplasia, "micosis fungoide", 
más tarde reconodda como Leucemia/Linfoma de Iinfbcitos T. Luego se asoció d HTLV-I 
con una enfermedad endémica en d Sur de Japón35, la Laicenria/Liofoma de Linfocrtos T 
de adultos, descrita por primera vez en 1977 por Takatsuki et al}* 
Estudios seroepidetmológicos revelaron otras áreas endémicas a este virus en las 
Islas del Caribe5 y en Africa Central6. Más recientemente, en Sudamérica e Islas del 
Pacífico sur se detectaron áreas de pronunciada endemicidad a una probable diferente 
cepa del HTLV, pero muy relacionada antagónicamente, entre aborígenes nativos de estas 
áreas7,8. Varios trabajos han reportado niveles elevados de seroprevalenria al HTLV-I/n 
entre aborígenes en diferentes áreas del mundo, comparados a otros grupos étnicos12'13'28. 
Además de la Leucerma/Unfoma de Linfodtos T, él HTLV-I fue relacionado 
etiológícameite con procesos neurodegenerativos del sistema nervioso central en 
Japón, denominado Mielopatías asociadas al HTLV-I (HAM)4 y Paraparesia Tropical 
Espástica (TSP) en el Caribe y Sudamérica10. El periodo de incubación del virus es muy 
largo, quedándose latente entre 20 a 40 años, pendo difícil de saber si un individuo 
seropositivo para d virus, desarrollará en el futuro alguna patología inducida por el virus33. 
Se ha observado que aproximadamente 1% de los individuos infectados por él HTLV-I, 
desarrolla alguna enfermedad asociada hasta el momento con el virus 46. 
Algo que se ha observado con frecuencia es la presencia de anticuerpos anti-
HTLV-I entre pacientes con diferentes neoplasias (además de pacientes con ATLL), 
comparándose a individuos aparentemente sanos7,27,47. 
£1 HTLV-I se comporta como un virus exógeno, transmitido tanto por vía 
horizontal: contaminación con sangre y/o sus productos infectados con el virus, vía sexual 
infectando el hombre a la mujer, como vertical: vía transplacentaria y leche materna de la 
madre al hijo. Debido a ese comportamiento, varios estudios han reportado la infección 
por el HTLV-I en varios miembros de una familia48,49. 
Actualmente se han incrementado de forma importante los niveles de infección por el 
HTLV-I» 0 1 grandes metrópolis, entre individuos adictos a drogas intravenosas, por el 
uso con3"11 agujas contaminadas y también por ú comportamiento sexual de este 
grupo3,50. El HTLV-I es un virus muy débil, fácilmente destruido en contacto con el medio 
ambiente« ** transmisión como se mencionó, ocurre cuando es acarreado en linfbcitos 
infectado8 ^ Ruidos y tejidos biológicos. Como todos los retrovirus, posee envoltura que 
adquiere d® k célula hospedera y presenta espículas de naturaleza glicoproteica, cuyos 
pép^os son de origen viral3 
i35 
HI virion al brotar a través de la membrana de la célula infectada, presenta un 
formato esférico. Tiene tropismo selectivo por linfocitos T, CD4 (cooperadores), 
interacdonando la glicoproteina del virus, gp4ó, con las células blanco, por medio de la 
cadena B del receptor de la Interleucàna 2. El HTLV-I cuando es cultivado "in vitro", 
induce la formación de sinddos y células gigantes multitnicleadas mediado por la gp2l 
transmembranal34,51. 
Hay trabaos reportando subpoblaciones de linfocitos B naturalmente infectadas, 
dualmente, con el HTLV-I y d virus de Epstein-Barr. Se ere que linfodtos B previamente 
transformados por EBV, expresarían en la membrana de sus células, receptores para el 
52 
virus, comúnmente encontrados en linfocitos T cooperadores . 
La Leucemia/Linfoma de Linfodtos T de adultos se presenta como un linfoma, con 
un espectro único de sintomatologia clínica, consistiendo de leucemia, hipercalcemia, 
infíltradón de la pid y también, involucrando a la médula osea. No todos los pacientes 
exhiben toda esta gama de síntomas. La enfermedad es causada por la proliferadón de una 
dona única de células y usualmente, una copia dd genoma dd HTLV-I está clonalmente 
integrada en la pobladón de células leucémicas. Con la aplicadón dd PCR, bajos nrvdes 
de RNA viral han sido encontrados en células periféricas mononucleares de la sangre10*53,54. 
La infección vírica provoca disturbios en la fundón normal de los linfocitos 
infectados, llevando generalmente a los pacientes con leucemia o linfoma de células T de 
adultos a un estado de inmunodepreàón, volviéndolos susceptibles a divasas infecciones 
oportunistas1435. 
Las características clínicas básicas de TSP/HAM en diferentes partes dd mundo 
parecen ser uniformes. Aunque d progreso de la enfermedad es gradual en más de 60% de 
los casos, eventos agudos reminiscentes de lesiones vasculares o midopatía transversa 
también han ¿do descritos54. La progresión de la enfermedad es lenta e indolente en 
muchos de los pacientes, alcanzando un pico de varios años. Los signos neurologi eos 
son consistentes de lugar a hogar e incluye paraparesia espàstica o paraplegia con reflecos 
aumentados en las piernas en la respuesta plantar extensora, con signos mínimos 
involucrando a la columna vertebral Estos hallazgos, sumados a otros en distintas áreas 
aigieren la ocurrencia de puntos de desmielinizadón y remielinizadón a lo largo de 
los nervios, tal vez inducido por un proceso como una vasculitis involucrando la vasa 
nervorum3*. 
Probablemente el mecanismo de patogénesis se explique por la expresión de 
aitfígenos de Histocompatibilidad de clase I en células de la glia, inducidos por la p40tax 
en el sistema nervioso central, produciendo reacciones inflamatorias por la asociación de 
glicoprotdnas virales con antígenos de histocompatibilidad mediadas por células T 
citotóxicas que reconocen el dueto. Normalmente, las células del sistema nervioso central 
no expresan antígenos de histocompatibilidad en sus membranas10'46'51. 
En la patogénesis de TSP/HAM, la infección por el HTLV-I parece ser un pre-
requisito. De hecho, en TSP/HAM, el porcentaje de células mononucleares de la sangre 
periférica poüclonalmente infectadas por é DNA proviral del HTLV-I es mucho más alto 
que en células mononucleares de portadores sanos, como también son los títulos de 
anticuerpos en el suero y liquido cerebroespinal y él porcentaje de células T activadas y 
células similares a las leucémicas de ATLL. Productos virales de linfocitos T activados 
son encontrados en el líquido cerebroespinal de pacientes con TSP/HAM, por otro lado 
células endoteliales infectadas virus liberan también prodiKáos virales que podrían causar las 
lesiones patológicas en TSP/HAM directamente en el microambiente de estas células 
infectadas o a distancia. Otro posible papel de la p40tax en el sistema nervioso central es 
sugerido por el hecho que ratones transgémcos con la proteína tax del HTLV-I desarrollan 
neurofibromas, debido a que la p40 tax puede activar en "trans", el promotor del factor de 
crecimiento de las neuronas54,35. 
Se ha demostrado que el nivel de expresión del HTLV-I "in vivo" en pacientes 
con TSP/HAM es independiente de la severidad de la sintomatología clínica y de la 
duración de la enfermedad, así como, de que la manutención de la expresión viral "in 
vivo*, (especialmente de genes regulatorios de tax-rex), pueda jugar un papel importante 
en el curso clínico lentamente progresivo de TSP-HAM. Decididamente, linfocitos T 
dtotóxicos específicos en contra de antígenos del HTLV-I contribuyen a la patogénesis 
de enfermedades neurológicas asociadas al HTLV-I54 
Hay muchas controversias con respecto al origen de HTLVs y HTVs como 
también a qué grupos raciales o étnicos son más susceptibles a la infección de utos 
retro virus. Gallo26 propone que los retrovirus humanos se hayan originado en Africa y 
hayan sido llevados a las Islas de Japón por los navegantes portugueses. T a m b i é n lanza 
la hipótesis que durante el tráfico de negros de Africa al continente americano como 
esclavos, se haya introducido el virus. Trabajos en Europa, U.S. y Sudaméríca, siempre 
mencionan que los pacientes de ATLL o neuromielopatías son de raza negra o japones» o 
descendientes34'35. Sin embargo, Yoshida et al.,12 detectaron anticuerpos anti-HTLV-I en 
Filipinas, entre aborígenes que vivieron muchos siglos aislados, remontando su origen 
hace 15.000-20.000 afios atras. En las Islas del Pacifico Sur se detectó una devada 
endemicidad para el HTLV-I «atre aborígenes y también, entre nativos indígenas de 
la región Amazónica.8,56 
En la búsqueda del HTLV-I como patógeno responsable de otras enfermedades 
autoimmines como esclerosis múltiple/artritis reumatoide,57,58,59 psoriasis,60 lupus 
eritematoso sistèmico,61 síndrome de Guillain-Barré62 yete..., existe controversa entre los 
diferentes reportes 63,6465 ; unos mencionan la detección de anticuerpos para el HTLV-I 
en pacientes con enfermedades autoinmunes60,61'62, otros no han conseguido detectar el 
DNA provirai dd HTLV-I por técnicas muy sensibles como d PCR.66-67-68 Otros han 
observado por microscopía dectrónica, partículas virales que se asemejaban 
morfológicamente al HTLV-I, sin duda, partículas dd tipo C .6 9 , 7 0 PCTTOD et al" y Haar 
et 68 describen la presencia de retrovirus en cultivo de células mononudeares de la 
sangre de pacientes con esclerosis múltiple, que por las características de 
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morfogénesis parece no ser un retrovirus dd tipo C. Sin embargo, Reddy et al. reportan 
la detection de segmentos génicos dd HTLV-I en linfocitos de pacientes con 
esderosis múltiple asociado a la presencia de anticuerpos para d virus. Parece darò que 
otros retrovirus, adonás dd HTLV-I participan en la etiología de procesos 
autoinmunes, particularmente dd sistema nervioso central*9,70. En concreto, la asociación 
ecológica dd HTLV-I con enfermedades autoinmunes ha sido confirmada únicamente en 
las neuromidopatías, TSP/HAM, en las oíales se han detectado viriones dd HTLV-I en d 
líquido cerebroespinal, anticuerpos específicos contra d HTLV-I producidos 
intratecalmente, d DNA pro viral dd HTLV-I en las células de la glia, además de 
evidencias epidemiológicas y clínicas.46^3'54 
Las moléculas codificadas por los genes del HLA, clasificadas en antígenos de 
histocompatibilidad de clase I y H, juegan un papel determinante en la susceptibilidad y 
desarrollo de las enfermedades autoinmunes. El reccmocimiento, la especificidad y 
asociación de los antígenos de clase I o D con péptidos o glicoproteínas del patógeno 
determinan que tipo de respuesta va a desarrollar el sistema ínmun^ activando linfocátos T 
cooperadores o dtotóxicos y los mecanismos disparados por estas células, al fin todo el 
proceso inflamatorio que pueda resultar de esta interacción.71,72 
Autores como, Usuku eí al.,73 investigaron el papel del HLA-DRB1 en individuos 
portadores del HTLV-I y enfermos padeciendo del HAM, Observaron que la frecuencia de 
este gen, DRB1, es similar en los dos grupos de individuos, pero detectaron una 
variación en el producto de este gen, en la región hipervariable de la cadena fi del péptido 
que estaría mas frecuente en pacientes con HAM y que podría tener un papel decisivo en el 
curso de la enfermedad y no, en la infección por él HTLV-L 
Uno etal,u estudiando parientes neoplásicos, HTLV-I seropositivos y portadores 
sanos, observaron que, el HLA-Bw62 estaba significativamente más elevado en 
Leucomas Agudas de células T, y el HLA-DQw3 más devado en pacientes con 
Linfoma Maligno de células T y portadores sanos. En linfocátos periféricos de pacientes con 
Leucoma de Linfbcitos T de adultos, se detectó la expresión alterada, disminuida o 
aumentada, de antígenos de histocompatibilidad de dase I. Cuando se analizaron 21 
familias, en que más de 2 miembros eran seropositivos al HTLV-I y 44 parejas en que 
uno o ambos cónyuges eran seropositivos al virus, no pudiéron asociar d complejo HLA 
de clase I con la susceptibilidad a la infección por d HTLV-I. Los datos obtenidos 
indican que antígenos de dase I dd HLA podrían ejercer influencia en el curso clínico 
de la Leucemia de Linforitos T de adultos. Plaeger-Marshal eí al.15 no consiguieron 
inducir la expresión alterada de antígenos de histocompatibilidad de clase D por la 
transformación cdular por d HTLV-L 
Análisis dtogenéticos de las células infectadas han demostrado alteradoras con 
un patrón típico de lesión por d HTLV-I.76,77 
Maruyama et al.77 reportaron hipoploidía y alterationes estructurales al realizar 
análisis cromosómicos por bandas G, en 30 % de los cultivos de linfbcitos infectados 
con el HTLV-I propagados en menos de 200 días. En 100 % de los linfbcitos 
examinados observaron que las alteraciones cromosómicas eran clónales. El análisis por 
"Southern Blot" de una línea de células T y tres lineas de células B infectadas con el 
HTLV-I y EBV (obtenidos de pacientes), revelaron rearreglos del gen de la cadena 
Jk de las inmunoglobulinas secretoras en todas las líneas de células B y rearreglos del 
gen codificando la cadena 6 del receptor de células T fueron observados en todas las 
lineas celulares independientemente de su fototipo. Estos resultados sugieren que los 
linfocdtos humanos sufren rearreglos cromosómicos afectando sus genes, probablemente a 
través de un proceso mitótico anormal desencadenado por la integración del DtyA 
províral del HTLV-I, llevando a donas bien adaptadas al desarrollo. Este proceso debe ser 
promovido sinérgicamente por determinados compuestos cardnogémcos presentes en 
d microambiente de las células infectadas por d HTLV-I. 
Croce78 en una revisión reporta que las leucemias/linfbmas en la región endémica al 
HTLV-I en Japón, tienen d mismo tipo de translocaciones e inversiones cromosómicas que 
suelen ocurrir en Leucemias/Linfomas de Linfodtos T en Europa y América en ausencia 
dd HTLV-I y propone que d HTLV-I esta solamente aumentando la proliferadón de 
células T que acarrean los genes de los receptores de linfocitos T en rearreglo y por lo 
tanto aumenta la probabilidad de una translocadón cromosómica y una consecuente 
neoplasia de células T. 
Estudios epidemiológicos han detectado altos nivdes de infección por el HTLV-I 
en áreas en que las pobladones son homogéneas, como en Japón y Africa, y 
descendientes en d Caribe y demás áreas del planeta.3,6'5 Además, la detección de devada 
seroprevalencia para d HTLV-I entre aborígenes de diferentes localidades7'8,12, sugiere 
fuertemente la diseminadón dd virus en núcleos humanos étnicamente homogéneos, tal 
vez determinada por las características de transmisión dd virus, en núcleos familiares.48,49 
5> Material y Métodos 
5,1.Fundamentos y descripción de las metodologías empleadas. 
5.1.1.Colecta de maestras de sangre. 
Fueron tomadas muestras de sangre periférica, por punción venosa, de individuos 
de diferentes poblaciones de la Amazonia brasileña (Figura 1), viviendo en zonas 
rurales y urbanas, incluyendo amerindios, inmigrantes japoneses y sus descendientes y 
mestizos, involucrando individuos sanos como profesionales de salud, donadores de sangre, 
grupo control y pacientes con diferentes tipos de neoplasias y otras enfermedades 
(neuropatías, genopatías, malaria y HIV seropositivos); además se colectaron muestras de 
sangre de diferentes especies de simios amazónicos e importados de Africa (Tabla 1-2-3). 
5.1.2.Pruebas serológicas empleadas para la detección de anticuerpos 
anti-HTLV-I/Il. 
Las pruebas serológicas utilizadas en este trabajo de investigación fueron la 
Aglutinación Pasiva con partículas de Gelatina (PA) y Ensayos Inmunoenzimáticos, 
ELISA y ElectroInmunoTransferenda ( Western Blot). 
Las muestras de sangre total fueron procesadas para la obtendón de anticuerpos 
anti-HTLV-I/II de especímenes de suero o plasma, almacenados a - 20 °C hasta su 
utilizadón (Figura 2). 
5.1.2.1. Método de Aglutinación Pasiva con Partículas de Gelatina (PA). 
El método de PA79 se basa en la seosibilizadón de partículas de gelatina (esferas 
sintéticas de 3 |im de diámetro compuestas de gelatina y goma arábica) con antígeno viral 
obtenido dd cultivo de células TCL-Kan (individuo portador sano de HTLV-I) a través 
de doble centrifbgadón en gradiente de sucrose a 0-55 % y posteriormente a 20-65 % a 
3,000 rpm por 18 horas. Las partículas viral» obtenidas en la fracdón con densidad de 
1.16 g/cm3 fueron solubilizadas con 0.5 % Nonidet p40. La solución de proteína viral, a 
una concentración de 10 |ig/ml fue mezclada con igual volume de suspensión de 
partículas de gelatina a una concentración de 2X109 partículas por mililitro. La 
solución resultante fue incubada por 1 hora a 37°C y posteriormente lavada con solución 
reguladora de salina fosfatada. 
Las partículas de gelatina sensibilizadas con el antígeno viral fueron resuspendidas en 
solución reguladora de salina fosfatada, pH 7.4 y liofilizadas. A partir del liofilizado, se 
preparó una suspensión a 1 % con 1 ng de proteina/SXIO4 partículas por mililhro, que se 
utilizó en la prueba serológica. En el ensayo serológico, alícuotas de 25 |il de la suspensión 
de partículas sin antígeno viral y con antígeno viral fue mezclada con igual volume de 
suero/plasma diluido en soies, 1:8 y 1:16 respectivamente, en pocitos en forma de U, de 
una placa de nñcrotitulación con 96 pocitos. 
El control positivo se constituye de suero htperinmune de conejo anti-HTLV-I. 
La mezcla se incubó por 2 horas a la temperatura ambiente. Los patrones de 
reacción positiva y negativa son observados a ampie vista, con aglutinación y 
sedimentación de las partículas de gelatina con el suero/plasma respectivamente (Figura 3). 
5.1.2.2. Método de ELISA. 
El ensayo inmunoenzimático de ELISA80 (Enzyme Linked Inmunosorbenl Assay) 
se fundamenta en la detección del complejo antígeno-anticuerpo a través de un 
conjugado, enzima con una anti-IgG dirigida al anticuerpo del complejo inmune, que se 
revela bajo la adición y desdoblamiento de un sustrato, resultando en productos coloridos. 
A partir del cultivo de linfocitos infectados con el HTLV-I de un paciente japonés 
con ATT J, se obtuvo antígeno viral, el cual fue utilizarlo para sensibilizar los pocitos de una 
microplaca de polistireno de 96 pocitos en fondo plano. La sensibilización de la microplaca 
ocurre por interacción eletrostática de la superficie de los pocitos con las moléculas del 
antígeno viral. Los pocitos sensibilizados son lavados con solución reguladora de salina 
fosfatada con el objeto de remover el exceso de antígeno. Los sitios libres son 
bloqueados con la adición de seroalbumina bovina a 1 % en solución reguladora de salina 
fosfatada. Después del lavado, las muestras de suero/plasma son adicionadas a los pocitos a 
una dilución de 1:21, seguido de incubación a 37 °C por 1 hora, para permitir la 
interacción del antígeno con el anticuerpo. Terminada la incubación, la placa es lavada y es 
adicionado el conjugado, "anti-IgG humana con fbsfatasa alcalina", seguida por otra 
incubación a 37 °C por 1 hora, condiciones necesarias para la interacción del conjugado 
con el anticuerpo del complejo antígeno-anticuerpo. En seguida, se adiciona el 
sustrato, p-nitrofenilfosfato y se incuba por 30 minutos. Con el objeto de inhibir 
mayor desdoblamiento del sustrato por la luz, se adiciona a la reacción hidróxido de sodio 
(NaOH) a 3 N. Durante todo el proceso, controles positivos, negativos y blanco son 
sometidos a todos los pasos de la prueba. En el control positivo se utiliza suero humano 
con anticuerpos anti-HTLV-I y en el control negativo, suero humano comprobadamente 
negativo en cuanto a la presencia de anticuerpos anti-HTLV-I. En el blanco se adiciona 
solución reguladora salina fosfatada en lugar del suero. 
La intensidad de la coloración producida por el desdoblamiento del sustrato 
es cuantitativamente determinada en un lector de ELISA, espectofotómetro, con un filtro de 
405 nm. La absorbancia se expresa en densidad óptica (D O), que en el control 
positivo, con un mínimo de 4 repeticiones debe estar en el rango de 0.800 a 2.100 O.D., 
mientras que el control negativo, eai número de 2 repeticiones, debe de leerse en el rango de 
0.0 a 0.200 O.D.. A la lectura de la absorbancia de todas las muestras y controles, se 
sustrae el valor del blanco. 
Las muestras reactivas, deben presentar valores de D.O. arriba del punto de 
corte, el cual se calcula, dividiendo la media aritmética de los controles positivos entre 4. 
El valor de punto de corte es la linea de división entre valores reactivos y no reactivos 
(Figura 4). 
5.1.2.3. Método de ElectroInmunoTransferencia (Western Blot, WB). 
En la metodología de Western Blot35, antígenos virales obtenidos del sobrenadante 
de cultivo de linfocitos infectados con el HTLV-I, son adicionados a carriles de gd de 
poliacrilamida a 12 % con dodecÜsulfato de sodio y separados los péptidos 
electroforéticamente. Después de visualizadas las bandas bajo tinción con nitrato de plata y 
desteñidas, se somete los péptidos a électrotransferencia a filtro de nitrocélulosa. 
Concomitantemente, marcadores de peso molecular sufren el mismo proceso de 
electroforesis en el gei para determinar el peso molecular de los péptidos separados 
y transferidos. La eficiencia de la transferencia es hecha con tinción con "aurodye", la 
cual reveló bandas de péptidos virales con pesos moleculares de 19 Kd, 24 Kd, 29 Kd, 34 
Kd, 36 Kd, 42 Kd, 53/55 Kd, y glicopéptidos de 46 Kd y 61/68 Kd. Después de desteñida 
la hoja de mtrocelulosa, se corta en tiras y los sitios libres son Moqueados por la inmersión 
en Tris-HCl 0.15 M, Tween 0.2 % y leche a 5 % durante 30 minutos. Posteriormente las 
tiras son lavadas en solución reguladora salina fosfatada y adicionado suero/plasma a una 
dilución a 1:50 en salina fosfatada. Se incuba por 1 hora a temperatura ambiente bajo 
agitación para permitir mejor interacción del antígeno con el anticuerpo. Terminada la 
incubación, las tiras son lavadas para remoción del exceso de anticuerpos y se adiciona el 
conjugado, de aiero hiperinmune de cabra anti-IgG humana con fosfatasa alcalina; se 
incuba por 1 hora a la temperatura ambiente, bajo agitación. En seguida, se adiciona el 
sustrato, NBT-BCIP (azul de nitrotetrazolio, 5 -bromo-4-cloro-indolil fosfato). El desarrollo 
de bandas teñidas en azul revela la presencia de anticuerpos en contra de péptidos del 
HTLV-I (Figura 5). Son consideradas positivas las muestras que presentan por lo menos una 
banda para un péptido codificado por la región GAG (pl9 y/o p24) y un glicopéptido de la 
envoltura viral (gp46 y/o gp61/68), según los criterios del Servicio de Salud Pública de ios 
E.U.81. 
5.13.Análisis de Acido Nucleico retroviraL 
Las pruebas moleculares utilizadas en esta tesis fueron la reacción en cadena de la 
pohmerasa (PCR) e hibridación "Southern Blot", que con el empleo del gel "hydrolink 
D600", permitió él análisis de polimorfismo conformacional de cadenas simple de DNA 
SSCP). 
5.13.1. Extracción de fragmentos de DNA del suero/plasma. 
Para la ejecución de la amplificación enzimática del ácido nucleico, se procedió 
inicialmente a la extracción de DNA82 a partir de lOOvil de suero o plasma de los 
individuos HTLV seropositivos involucrados en d estudio. Básicamente, la técnica de 
extracrión de fragmentos de DNÁ del suero/plasma difiere de la técnica de extracdón 
de DNA de células, por la utilización de esferas moleculares de glucógeno que hacen d 
papel de acarreadores de los áddos nucleicos purificados. En la extracción o 
purificadón, se utiliza un agente caotrópico, ioduro de sodio, y sarcoanaío de N-lauril 
sodio, para la sohibiHzadón de las proteínas contaminantes. Los fragmentos de DNA 
presos en glucógeno son predpitados con la adición de isopropanol y secados bajo d 
vacío. El protocolo estándar de esta técnica sigue los siguientes pasos; se adiciona 100 ]il 
de suero/plasma a 300 pJ de solución de extracdón, se mezcla e incuba a 60°C por 15 
minutos. Posteriormente se agrega igual volume de isopropanol a la mistura, se agita 
vigorosamente y se (teja en reposo por 15 minutos. Se sigue una centrifugadón a 10,000 g 
X 5 minutos para predpitar d DNA. Se adidona 1 mi de isopropanol a 40% y se 
homogeniza en vórtex, para entone» sedimentar d DNA bajo centrifugación a 10,000 g X 
S minutos y se seca al vado. 
5.1.3.2. Amplificación enzimàtica de fragmentos de DNA. 
En la amplificación de los fragmentos de DNA, se sdecdonó "primers" para las 
regiones génicas dd LTR y GAG dd HTLV-I y TAX común al HTLV-I y U, variando la 
longitud entre 19 a 23 bases nucleotídicas (Tabla 4). 
La región LTR26,41,42 es la más conservada entre los prototipos dd HTLV-I, en los 
sitios que regulan la transcripdón, procesamiento y poliadeniladón dd RNA, mientras 
que otros fragmentos no codificantes y teóricamente no funcionales, son las regiones más 
variables de todo el genoma viral. En la selecdón de los "primers" y de la sonda para la 
región LTR, se buscó las regiones más conservadas entre los prototipos dd HTLV-I, 
que corresponde a la posidón 582 a 603 de 5' a 31 y 744 a 764 de 3* a 51. La sonda, en 
antisentido, no abarca regiones dd "primeé' y se dirige al core de la región predecible a ser 
amplificada, en la posidón 624 a 655. 
La región GAG^4M2 dd HTLV-I comparte secuencias con otros retrovirus 
rdadonados como d HTLV-II y HRES-1, aunque sea una región muy c o n s e r v a d a , la 
variadón gènica en esta área dió paso a la evoludón de retrovirus relacionados. Las 
secuencias seleccionadas del "primer" fueron exclusivas para la amplificación del HTLV-I, 
consistiendo de una secuencia que empieza en la posición 824 y termina en 842, en el 
sentido de 5' a 3', y de la posición 1017 a 1039 de 3' a 5\ La sonda antisentido abarca 
desde la posición 931 a 960 sin extenderse en la región del "primer". 
Por su función, d gen TAX35"38'43 es el que presenta mayor grado de conservación, 
particularmente en el ¿tío responsable para la activación en "trans" de secuencias 
correlacionadas. La secuencia mideotídica sdecdonada para el "primer" del TAX es 
común al HTLV-I y ü, involucrando las posidones de 7358 a 7377 de 5' a 3' en d 
HTLV-I y 7248 a 7267 de 5' a 3' para d HTLV-fl y la secuencia de 7496 a 7516 en d 
HTLV-I y 7386 a 7406 en d HTLV-II de 3' a 5'. La sonda antisentido no abaría la 
secuencia dd "primer" y se extende de 7447 a 7486 en d HTLV-I y 7337 a 7376 en d 
HTLV-IL 
Una mezcla denominada cóctd (volume total de lOOyl), compuesta de 
oügonucleótidos(lOOyLM), dNTPs (deoxinudeótidos trifosfatos) de Adenina, Guanina, 
Citosha y Timtna (dATPs, dGTPs, dCTPs, dTTPs), DNA poHmerasa (pfu) (2.5 U), 
"primers" (0.5 pM), 10 de soludón reguladora y sales fue adidonada a ta muestra de 
DNA (5 vil)*. El proceso inicial de la reacción invohKró la desnaturalizadón dd DNA a 
94 °C por 7 minutos. Después de adicionado d cóctel, sedimentado los reactivos y sellada 
la soludón con aceite mineral, se llevó la mezcla a desnaturalizadón a 94 ®C por 1 minuto, 
seguido de una reducdón en la temperatura a 55 °C por 2 minutos para que se 
procesara d apareamiento dd "primer" a la secuencia blanco, la síntesis/extensión de la 
cadena nudeotídica ocurrió a 72 °C por 3 minutos. Esta etapa se repitió 20 veces, con 
excepdón de la primera desnaturalizadón. 
Se hizo la extracdón orgánica de los fragmentos de DNA (diluido a 1:500) y se 
procedió a una segunda etapa de PCR con d fin de aumentar d número de copias. Después 
déla desnaturalizadón a 94 °C por 7 minutos, se volvió a adicionar el cóctel y se proseguió 
a las etapas de desnaturalizadón a 94 °C por 30 segundos, apareamiento a 55 °C por 60 
segundos y síntesis/extensión a 72 X por 30 segundos. Estos dclos se repitieron por 10 
veces (Figura 6). 
*Se estima que 5 jil de mero/pbfma costenga cérea de 100 ng de ácido nadrico. 
Todas las etapas del PCR fueron llevadas a efecto en el "Quick Thermo System" 
(Nippon Genetics Co, Ltd., Tokyo, Japan) automatizado, observándose rigurosamente el 
cuidado para evitar contaminación con nudeótidos exógecos y entre él DNA de las propias 
muestras. 
Los controles del PCR constaron de una nuestra de DNA extraído del cultivo de 
células Lma-66 de un paciente japonés, infectado con HTLV-L, y el control negativo 
contenía todos los reactivos con excepción del DNA. 
A fin de extraerse el producto final de la amplifícadón enzimática, se sometieron las 
muestras procesadas a precipitadón con etanol/doruro de litio (UC1, 4 M) seguida de 
remoción de proteínas (polimerasa, pfij) con doroformo y desidratadón en una serie 
credente de grado de etanol y evaporadón con acetona. 
En la corrida dectroforética para la separadón de los fragmentos amplificados, se 
utilizó d gd "Hydrolink D600" a 5 %, d cual posee la propiedad de resolver bandas con 
mutadones puntuales cuando es realizado en condidones alcalinas (Tris-Borato EDTA) Las 
mutadones puntuales, por d cambio de bases mideotídicas, ocasiona cambios en la 
conformadón de la molécula, alterando la migradón en d gel. Los fragmentos separados 
fueron dectrotransféridos en membranas de "Byodine B 0.45 pmn, la cual fija fuertemente 
los oligomideótidos y conserva sus patrones de migradón sumado al hecho de ser 
altamente resistente a tensión» propias de la manipuladón. Este sistema de electroforesis 
bajo las condiciones antes mencionadas reaielve óptimamente fragmentos en d r$pgo de 
80 a 600 bases de nucleótidos44'83'*4 
En la egecudón de la dectroforesis, las muestras fueron resuspendidas ai Tris-
Borato-EDTA/azul de bromofenol/formamida/ xileoe danol y depositadas (85 pl) en los 
caniles dd gd "Hydrolink D600" a 5 % bajo condiciones alcalinas. La corrida 
dectroforética fue llevada a cabo en una cámara vertical "Tefco" bajo drculatiót» de la 
soludón de corrida (Tris Borato-EDTA/ Bromuro de etídio) a temperatura medía de 20 °C, 
100 V por 90 minutos. La visualizadón de las bandas de oligomideótidos se hizo en un 
transiluminador "Cronex", "Quanta IT', con ultravioleta de ondas cortas52>44^. 
El gel "Hydrolink31 conteniendo las bandas de polínudeótidos resultante^ de la 
amplifícadón fue fijado a una membrana de nylon (byodine) en una camara vertical «Tefco" 
a 100 V por toda la noche en baño de solución circulante (Tris Borato sin EDTA) entre 8 
a 10 °C. Terminada la transferencia, los polimicleótidos fueron fijados a la membrana de 
"byodine" bajo exposición a la luz ultra-violeta por 30 segundos (120.000 micrqjoules) 
Stratalinker" (Stratagene Cloning System, Ca, USA.)4433-84. 
Con el objetivo de confirmarse la amplificación correcta de los segmentos deseados, 
se llevó a cabo la hibridación utilizando sondas sintetizadas a partir de las regiones previstas 
a ser amplificadas de acuerdo a los "primers" seleccionados (Tabla 5). 
Previamente a la hibridación propiamente dicha, las muestras fueron pre-tnbridadas 
utilizándose DNA de esperma de salmón en solución de pré-hibridadón, selladas en botellas 
e incubadas por 5 horas a 65 °C en un homo rotatorio 44^3'84. 
Los oligonudeótidos utilizados para la síntesis de las sondas fueron modificados 
enzimáticamoite por la adición de nucleótidos acoplados a digoxigenina (Boehringer 
Mannheim, Biochemica) através de la transferasa terminal (Molecular biology, Boehringer 
Mannheim) en el 3'OH de la cadena de DNA*. 
La hibridación fije llevada a cabo después de quitarse totalmente la solución de 
pre-hibridación. Las hojas de "byodine" fueron inmersas en solución de hibridación 
conteniendo la sonda e incubadas durante toda la noche a 65 °C en horno rotatorio. 
Después de lavadas las hojas de "byodine" en solución reguladora de maleato, bajo 
vigorosa agitación, cambiándose 2 veces la solución, fueron transferidas a una bolsa de 
plástico conteniendo el conjugado de anti-digoxigemna (IgG/Fab) con fosfatasa alcalina. 
El sustrato, quimiohiminescente, CSPD (CiaHioClOiPNa^ fue adicionado después de 2 
horas a la temperatura ambiente. La detección de las bandas se hizo con la aplicación 
directa de las hojas de "byodine" a una placa fotográfica X omat/GBX-2 (Kodak Diagnostic 
Film, Tokyo, Japan). La emisión de luz ocurre con d desdoblamiento dd CSPD bajo la 
acción de la fosfetasa alcalina44^3. 
'Soadi» donadas gentilmente por Dr.Keshi Marayama. 
5.1.4. Análisis Estadístico. 
Los programas utilizados del Paquete Estadístico de Ciencias Sociales de Kie eí 
al.85 fueron Frecuencias, Correlación y Análisis discriminante de Mahalanobis. 
Las variables empleadas fueron sexo» edad, origen, historia de transfusión de sangre, 
diagnóstico o categoría, exposición a la radiactividad o no, seroreactividad por PA, 
valor de absorbancia en seroreacción por ELISA, seroreactividad para péptidos virales por 
WB y amplificación/hibridación de secusicias génicas del HTLV-L 
La historia de transfusión de sangre se evaluó en sí o no, de acuerdo a la ocurrencia 
o no de transfusión de sangre, sin llevarse en cuenta d número de veces, cuando se trató de 
caso afirmativo. 
El grupo control se constituye de individuos sanos de diferentes localidades de la 
región Anozónica, no involucrados en ningimn de los grupos ya mendonados (profesionales 
de salud, donadores de sangre, individuos enfermos, amerindios y japoneses). 
A los individuos sin ninguna patología* (profesionales de salud, amerindios, 
inmigrantes japoneses y sus descendientes, individuos dd grupo control y familiares de 
individuos HTLV-I seropositivos) se convendonó denominarlos grupo normal, en oposidón 
al grupo de enfermos (neoplásias, neuropatías, genopatias y parientes de ginecología). 
Tomando en cuenta d riesgo a la exposidón a patógenos transmitidos por las vías descritas 
para los retrovirus, se dividió a las pobladones* eo: de alto riesgo (pacientes oeoplásicos, 
profesionales de salud, inmigrantes japoneses y sus descendientes, padentes con neuropatías 
y padentes con genopatias) y de bajo riesgo (individuos dd grupo control y amerindios 
amazónicos). 
En cuanto a la exposidón a la radiactividad, los individuos fueron clasificados en, 
pacientes neoplásicos que fueron sometidos a la radioterapia, personal técnico 
radioterapista y personal del hospital que cuida de los padentes sometidos a la radioterapia. 
En la seroreactividad a PA, los individuos fueron clasificados en seroreactores o no. 
*Individpos HIV sgoposilivos, padentes con malaria y donatoes de sangre no famm inchndos en 
estas categorías por haber sido sometidos solamente a ELISA. 
6. Resultados. 
6.1. Análisis de Población. 
Entre las variables, la que presentó mayor dispersión fue la edad. Fueron colectadas 
muestras de infantes de 1 año de edad a personas de tercera edad, con el máximo de 86 
años. Niños con menos de 13 años representan 12.25 % (345/2,815) de la muestra; 
individuos entre 13 a 27 años representan 23.44 % (660/2,815); individuos entre 28 a 50 
años abarcan 40.92 % (1,152/2,815), y lo restante, 23.37 % (658/2,815) corresponde a 
individuos con más de 50 años de edad (Figura 7). 
El número de individuos del sexo femenino y masculino son equivalentes, 50.02 % 
(1,408/2,815) del sexo femenino y 49.98 % (1,407/2,815) del sexo masculino (Figura 8). 
Hubo considerable predominancia del sexo femenino entre profesionales de salud y 
pacientes neoplásicos y obviamente, sólo mujeres en el grupo de pacientes ginecológicos 
(Tabla 1). 
Solamente 8.70 % (245/2,815) de todos los individuos involucrados en el estudio 
reportaron haber sufrido transfusión de sangre, sin embargo, 33.58 % (131/390) de los 
pacientes neoplásicos habían sido transfundidos (Figura 9). 
La exposición a la radiactividad, directa o indirectamente, por la cobaltoterapia, fije 
evaluada únicamente entre profesionales de salud y pacientes oncológicos del hospital de 
cáncer Ofir Loyola, Belém, Pará, Brasil. Cerca de 58.57 % (328/560) de estos 2 grupos 
fueron expuestos a la radiación, sea como pacientes oncológicos, radioterapistas, o como 
personal de enfermería en contacto directo con los pacientes irradiados (Figura iq). 
6.2. Análisis Serológico. 
En dos grupos se dividieron las muestras; uno con 2,131 muestras, que fue sometido 
a PA, ELISA, WB y PCR/hibridación y el otro, con 684 muestras, las cuales fueron 
únicamente probadas por ELISA. En el grupo con 2,131 muestras, 50 (2.34 %) 
reaccionaron por PA, estas cuando fueron analizadas por ELISA generaron 34 muestras 
(1.59 %) con D.O. mayor que el punto de corte (0.381), las cuales al ser sometidas al WB, 
12 muestras (0.56 %) desarrollaron bandas para péptidos del GAG y glicopéptidos del ENV 
HTLV-I/II simultáneamente, mientras que 6 reaccionaron únicamente en contra de péptidos 
del GAG (WB indeterminados) (Tabla 6, Figura 11). El otro grupo, con 684 muestras, al ser 
sometido al ELISA, 19 (2.77 %) presentaron valores de D.O. superior a 0.920, por lo tanto 
superior al punto de corte (0.381). De estos, solamente 2 muestras alcanzaron valores de 
D.O. superior a 2.00. 
En el otro grupo de 1S8 simios de Amazonia y Africa, solamente 6 simios africanos 
presentaron D.O. superior al punto de corte (3.79 %), 2 de estos con D.O > 2.00, mientras 
que ningún simio amazónico presentó s&oreactividad al HTLV-I/H (STLV-I). 
6.3. Análisis Molecular. 
Las 7 muestras seleccionadas y sometidas al PCR faibridaron con la sonda para el 
HTLV-I/n TAX y HTLV-I GAG; 6 muestras hibridarcm con la sonda para el HTLV-I 
LTR (6 muestras hibridaron con las 3 sondas) (Figura 12-13-14). 
Además de la detección de las regiones génicas del GAG y LTR del HTLV-I y 
TAX del HTLV-I y -II, la utilización del ged "hydrolink D600" permitió la observación de 
polimorfa sno confbrmacional (te cadena ampies de DNA, por la migración de los 
fragmentos amplificados y hibridados en diferentes posiciones en el carril del gel con 
referencia al control positivo. 
La región GAG fue la que presentó mayor grado de polimorfismo confbrmacional en 
las muestras amplificadas/hibridadas, mientras que en la región LTR, una sóla muestra 
presentó diversas bandas dispersas en el carril (Figura 12-13-14) 
6.4. Análisis Estadístico. 
Los 12 individuos comprobadamente seropositivos para el HTLV-I/n por los 
métodos de PA, ELISA y WB, generaron una tasa total de seroprevalencáa de 0.56 % 
(12/2,131); de 1.76 % (3/170) entre profesionales de salud; de 1.02 % (4/390) entre 
pacientes neoplásicos; 14.28 % (2/14) entre familiares de HTLV-I/n seropositivos 
(hubo un individuo seropositivo a HTLV-I clasificado como profesionald de salud y familiar 
de individuo HTLV-I seropositivo); 0.38 % (3/770) entre el grupo control y 0.20 % (1/487) 
entre amerindios amazónicos (Figura 15-16-17-18-19-20). Los datos de seroprevalencia a 
HTLV-I entre las diferentes categorías de grupos humanos probados son significativamente 
distintos, de acuerdo al análisis por la X2, P^ 0.01. 
Individuos subagrupados en la categoría de normal presentaron 0.52 % (8/1,540) de 
seroprevalencia a HTLV-I (Figura 21). Este grupo representa 66.66 % (8/12) de todos los 
seropositivos detectados. Los individuos enfermos representan 33.34 % (4/12) de los 
individuos HTLV-I seropositivos, todos clasificados como pacientes con neoplasia 
cervicouterina. 
SI 
Entre los individúe» WB indeterminados, según los criterios del USPHS , se 
encontraron 2 individuos del grupo control (de la ida de Marajó), 2 pacientes con neoplasia 
cervicouterina, 1 paciente con Leucemia Linfocítica Aguda y 1 pariente con neoplasia de 
piél (Figura 11) 
Los pacientes de ginecología, individuos con neuropatías, genopatías y los japoneses 
y sus descendientes, todos resultaron seronegativos al HTLV-I/II. 
Comparándose la incidencia del HTLV-I entre los grupos probados, los 
pacientes con cáncer cervicouterino, los profesionales de salud y los familiares de 
individuos HTLV-I seropositivos presentaron 2.68, 4.63 y 35.57 veces mayor frecuencia 
de seropositividad respectivamente que el grupo control, mientras que los amerindios 
Waíapi presentaron 0.52 veces menor frecuencia que el grupo control (Tabla7). 
Entre los individuos dd grupo de alto riesgo a la infecdón al HTLV-I (profesionales 
de salud, inmigrantes japoneses y sus descendientes, pacientes con neoplasia, individuos con 
neuropatías, genopatías y familiares de individuos HTLV-I/n seropositivos) representando 
41.01 % de la pobladón total, se detectó una seroprevalencia de 0.37 % (8/2,13 IX mientras 
que la seroprevalencia entre los individuos de bajo riesgo (individuos dd grupo control y 
amerindios amazónicos) fue de 0.18 % (4/2,131) (Tabla 8). 
La edad media general de los individuos HTLV-I seropositivos es alrededor de 39.1 
años, siendo más baja entre seropositivos normales (Profesional de salud, Grupo control, 
Amerindio Waiapi, Familiar de individuo HTLV-I seropositivo) 36.4 años y más alta 
entre parientes oncológicos, 49.8 años (Tabla 9). 
Quatro de los 12 (33.33 %) individuos HTLV-I seroposhivos reportaron babea* 
sido transfundidos con sangre y los 66.66 % restantes, declararon no haber sido 
sometidos a transfusión de sangre (Figura 22). 
Todos los individuos seroposhivos hallados se concentraron en el Noreste de la 
Amazonia brasileña en las ciudades de Belén y Santa Cruz do Aran, en el estado de Para y 
en la tribu Waiápi, en el estado de Amapá, en la región más septentrional de Brasil, frontera 
con la Guyana Francesa (Figura 1, Tabla 3). 
Los grupos de donadores de sangre (Hemocentro), HTV seroposhivos y 
Plasmodio positivos, fueron probados únicamente por el método de ELISA. Los 
seroreactores para el HTLV-I/n y/o STLV-I por ELISA, que presentaron valores de 
absorbanda mayor que 2.00 siempre se revelaron seropositives al WB (Tabla 10-11). 
En un grupo de 316 individuos HTV seropositives, 15 muestras presentaron D.O 
mayor que 0.920 (4.76 %), de los cuales, 2 individuos (0.63 %) presentaron D.O 
mayor que 2.00 (Tabla 11). 
Entre pacientes con malaria, con microscopía positiva al Plasmodium falciparum 
y/o Plasmadmm vivax, 4 de 168 (2.38 %) individuos reaedonaron positivamente con D.O 
mayor a 0.920 (Tabla 11). 
Todas las 200 muestras de donadores de sangre presentaron D.O menor que d punto 
de corte por ELISA, por lo tanto fueron considerados seronegatives (Tabla 11). 
De los 158 primates no humanos probados, solamente 4 simios africanos, 
Cercopithecus aetíúops resultaron HTLV-I/Q/STLV-I seropositives cuando fueron 
probados por d método de ELISA, con D.O. mayor que d punto de corte, alcanzando 
valores mayores que 0.920 y de estos, 2 presentaron D.O mayor que 2.00 (Tabla 11). 
Ninguno de los simios amazónicos {Cebus apella, Cebus aíbifixms, Cebus nigrivitatus, 
Callicebus moloch, Callitrhix jacchus jacchus, Callithrix argéntala wgerOata, Aoíus 
agwae infulatus, Alouatta belzebul belzebul, Chiropotes sotanas utahick,f) sometidos 
a ELISA presentaron D.O arriba dd punto de corte, considerados por lo tanto 
seronegatives. 
De los 12 individuos HTLV-I/II seropositives, 66.66 % (8/12) fueron expuestos a la 
radiactividad, siendo que 50 % (6/12) estuvieron recibiendo una caiga mayor por el techo 
de ser radicrterapistas y pacientes oncológicos bajo cobattoterapia (Figura 23). El coeficiente 
de correlación entre la exposición a la radioactividad y el desarrollo serológico de bandas de 
péptidos/glicopéptidos por el WB es bajo, siendo el valor mínimo de r=-0.1063 al valor 
máximo de r=0.2920, p=0.001. 
El coeficiente de correlación entre los métodos de PA y ELISA es de 0.7672, 
p=0.001, demostrando que hay mínima distinción en la eficiencia de estas técnicas 
serológicas. 
Analizándose el coeficiente de correlación entre los péptidos y glicopéptidos del 
HTLV-I con seroreactividad en el WB, se obtuvo los siguientes datos: la p29 y p36 siempre 
se expresan conjuntamente, r=1.00. Presentan alto grado de asociación la p42, la p34 y 
p36, r=0.9091; la p42 y gp46, r=0.8740; los glicopéptidos virales de la envoltura, gp46 y 
gp61/68, i=0.8593 y los péptidos más comunes del GAG, la p24 y pl9, r=0.8345. El grado 
de asociación entre la p42 y p24 «elevado, r=0.7833. La p53/55 sude ocurrir en débil 
asociadón con la p24, p42 (0.3038) y gp 46 (0.2091), r=0.3364, disociándose de los demás 
péptidos. En todos los casos la probabilidad de error fue de p=0.001 (Tabla 12). 
El análisis dd coefidente de condadón entre las secuencias amplificadas por 
los primera dd LTR/HTLV-I, GAG/HTLV-I y TAX/HTLV-I/H, demostró que el LTR 
siempre vá asociado a TAX, f=0.9179, y en menor grado con d GAG, r=0.8154; la 
asociadón entre GAG y TAX disminuye, r=0.7485, frO.OOl (Tabla 13). 
En la tabla 14 se resime los datos de seroposítividad a HTLV-I entre los grupos 
humanos probados, discriminándose la reacdón a los distintos péptidos/glicopéptidos de 
HTLV-I. 
7. Discusión 
En los métodos serológicos aquí empleados, los antígenos virales fueron preparados 
a partir de cultivos celulares infectados con HTLV-I, sin embargo no son suficientemente 
específicos, presentando reacción cruzada con el HTLV-n. Para la determinación del tipo de 
virus, HTLV-I o 11, se empleó la teorica de PCR/hibridación. 
La prueba de PA detecta falsos seropositivos como ha sido demostrado por Ando et 
al,*6 debido a que él péptido p24 del antigene total que recubre las partículas de 
gelatina, tiene punto isomètrico distinto de la p24 del HTLV-I . Sato et alV también 
reportan seroreaedón cruzada para la pl9 y p28 dd HTLV-I en individuos recientemente 
infectados por d virus de Varicella-Zoster con d método de P A 
Detectamos 50 de 2,131 (2.34 %) individuos reactivos a HTLV-I/n por PA, sin 
embargo, en la prueba confirmatoria de WB, solamente 12 de estos 50 (24 %) resultaron 
HTLV-I seropositivos, datos que coindden con d expueto anteriormente. 
White88 comparó d método de PA con d de ELISA, Inmunofluorescencía 
directa y radioinmunoensayo competitivo, y concluyó que d PA, por ser muy sensible, 
es d método de sdecdón en pruebas preliminar«, cuando se tiene una cantidad masiva 
de especímenes a ser analiyada confirmándose los seroreactivos con otras pruebas más 
específicas. 
El método de ELISA rdbrzó la previa selecdón hecha por d PA Cuando se 
analizaron por d método de WB los seropositivos a PA y ELISA y los seropositivos a PA 
y seronegativos a ELISA, se observó que d método de ELISA fue más específico, aunque 
no todos los valores de D.O mayor que d punto de corte (0 381), presentaron patrones de 
seropositrvidad por d WB, pero los valores con D.O cerca de 7 veces más alto que d 
punto de corte (alrededor de 2,00), presentaron patrones característicos de seropositividad 
para d HTLV-I/H (Tabla 10). 
De un total de 34 muestras seroreactivas a ELISA (PA seropositivas) con valores 
de D.O, mayor que d punto de corte, 12 muestras (D.0>2.00) desarrollaron bandas 
simultáneamente para los péptidos dd GAG y ENV y 6 muestras (con D.O < 2.00 y 
>0.920) presentaron bandas únicamente para péptidos del GAG. Las muestras restantes no 
presentaron bandas o entonces bandas aisladas de ENV o GAG, clasificadas por lo tanto 
como seronegativas en el WB (DCK0.920)(Figura 11) 
De acuerdo a las normas del Servicio de Salud Pública de los E.U., USPHS,81 las 
muestras que presentan bandas sólamente para péptidos del GAG son consideradas "WB 
indeterminadas''. No obstante, Maruyama89 comenta que el HTLV-I producido por 
células Lma-66 (HTLV-I/Lma-66) en su laboratorio no expresan antígenos de envoltura 
y la infección a las células vecinas ocurre por contacto muy íntimo de membranas 
intercelulares, por lo tanto, si esto ocurre "in vivo" consecuentemente no habrá estímulo del 
sistema inmunológico, contra las glicoprotemas de la envoltura viral. Considerando lo 
anterior expuesto, las 6 muestras de la teas, "WB indeterminadas" podrían ser seropositivas 
para el HTLV-I y los valores de seroprevalencía por lo tanto estarían aumentados. 
Murphy et a/.90 reportan en su investigación seroepidemiológica realizada en 
Jamaica que la detección únicamente de los productos del GAG del HTLV-I es suficiente 
para considerar seropoativos a los individuos probados, basados oí datos de correlación de 
serología y pruebas moleculares. Maruyama7,89 y Murphy90 divergen de las normas del 
USPHS, en las cuales, la mayoría de los epidemiólogos se basan. Esto ha provocado 
polémica en cuanto a la circulación del HTLV-I entre aborígenes amazónicos y la 
asociación del síndrome de Guillain-Barré y otras enfermedades autoimmmes/neurológicas 
con el HTLV-L Los datos reportados por nosotros en colaboración con Maruyama7,96, 
Vottz et ai.sl y Radahl59 se basan en la detección de anticuerpos para antígenos del GAG 
sólamente, por la técnica de WB aunque otras metodologías hayan sido utilizadas como 
ELISA e Inmunomicroscopía electrónica (utilizándose también antígenos del GAG). 
En la metodología empleada por Maruyama et al1,56 para la detección de anticuerpos 
anti-HTLV-I, una selección preliminar es hecha con el método de ELISA y la confirmación, 
tanto por la técnica de inmunomicroscopía electrónica (anti-IgG conjugada al oro coloidal) 
como por WB, con péptidos del GAG de HTLV-I ( plS, pl9 y p24) en ambas 
metodologías. Todo el antígeno utilizado en las 3 téaiicas proviene de Lma-66/HTLV-I. 
Estos resultados son criticados por varios investigadores que discuten la detección de falsos 
seropositivos, en vista de que las proteínas del GAG comparten epítopes con diversos 
agentes infecciosos y proteínas humanas,86'87'91 por otro lado no se puede descartar la 
posibilidad de que casos de "WB indeterminados" se deban a HTLV-I/II pro viral 
defectivo o variantes del HTLV. 
El empleo del PCR/Mbridacácm en la teas demostró indudablemente que las 7 
muestras seleccionadas de un total de 12 seropositívos, poseen el genoma del HTLV-I 
(Figura 12-13-14). 
La ejecucción dd PCR se realizó basándose en el método estableado por Innis et 
alque nos permitieron disminuir problemas inerentes a la metodología y de esta manera 
realizar la extracdón de DNA a partir de siero/plasma en vez de utilizar células y por otro 
lado optimizar las condiciones de polimerizadón por él empleo de polimerasa pfu, sobre la 
cual se reportan las siguientes ventajas frente a la Taq poümaasa: d aumento en 12 veces la 
fidelidad en la síntesis dd DNA; actúa en temperatura óptima entre 72 a 78 °C, además de 
conservar 95 % de su actividad después de 1 bora de incubadón a 95 °C. Otra 
implementación realizada fùe la utilizadón dd gd "Hydrolink D 600" en la corrida 
dectroforética, con d cual se detectan caminos mínimos en las moléculas de los 
polinudeótidos, como mutaciones puntuales. Sumado a esto, se hizo uso de membranas de 
"byodine B 0.45 (membrana reforzada de nylon 66 fuertemente catiónica por la 
presencia de grupos de amonio cuaternario de aha densidad en la superficie de los poros) 
en d "southern blot", la cual realza las propiedades dd gd "hydrolink" y facilita la 
dectrotran^srencía por su sensibilidad y mayor retendón dd ácido nucleico. 
Las muestras de siero íitjliynH«« para la extracdón de los mideótidos a ser 
amplificados, sufrieron eidos de congdadón y descongelaron cuando fueron utilizados en 
las pruebas serológicas, posibilitando la acrión de enzimas que pudieran d e g r a d a r el DNA 
contenido en las muestras. A pesar de esto todas las muestras seroposhivas sometidas a PCR 
fueron amplificadas c o t í patrones bién definidos. 
Las 7 muestras sometidas a PCR fueron amplificadas cuando se utilizó "primers" 
paia d HTLV-I/II TAX y "primers" para HTLV-I GAG; una sóla muestra no fue 
amplificada al ser expuesta al "primer" dd HTLV-I LTR. Esta muestra se consideró también 
como HTLV tipo I debido a que la amplificación con los "primers" de GAG también es 
específica para d tipo I; se cuestiona si en «te caso de la ausencia de amplificación de una 
muestra con d "primer" ocurrió degradación enzimàtica de nudeótidos por excesiva 
manipulación del suero, o el genoma proviral presenta parte de la región del LTR ddetada, 
o jucamente, la región homologa a la sonda o las regiones "primer" fu&on deletada o 
sufrieron mutación» a tal grado que no fije posible su hibridación. Se descarta deleción 
total, pués sin la región LTR, no podría haber expresión viral, consecuentemente estímulo 
del sistema immmológico con producción de anticuerpos anti-HTLV-I. 
La visualización de diversas bandas, en diferentes posiciones en d carril, después de 
ser sometidas al PCR/hibridación demuestra la detección de polimorfismo conformadonal (te 
cadenas simple de DNA (SSCP), por lo que interpretamos que ocurren variaciones genéticas 
mínimas dependentes prindpalmente dd huésped, ya que en su mayoría se observa una 
banda a la miaña poadón que la banda dd prototipo japonés (en d prototipo no se obssva 
este polimorfismo debido a que fue obtenido de una linea celular). 
La detecdón de áddo middco viral en 7 muestras amplificadas e híbridadas con 
oligonucleótidos (GAG, TAX y LTR) sintetizados en base a secuencias dd prototipo 
japonés nos confirma que d HTLV circulante en la pobladón estudiada es del tipo I y que el 
grado de homología con d prototipo es muy devado (Figura 12, 13, 14). El mapa de 
restricción y seaiendación dd genoma o regiones amplificadas dd HTLV-I de individuos 
confirmadamente seropositivos al virus, detectaría las posibles variaciones en d HTLV-I que 
circula en la Amazonia, sin embargo las pruebas serológicas empleadas en la tesis, asociadas 
al análisis por PCR/hibridadón y SSCP nos hacen suponer que no es significativa la 
variadón dd HTLV-I amazónico, puesto que la variante dd HTLV-I aislada en d Pacífico 
sur (Melanésia) posee variadón en las glicoprotdnas de la »voltura viral a tal punto que, 
por d WB, ta glicoprotdna viral dd prototipo dd HTLV-I no reacciona, quedando como 
indeterminadas.84,493 
Banki et al.94 reportan la ocurrencia de retroviius humano endógeno, "HRES-I" 
(secuencias endógenas reladonadas al HTLV-I), que contrariamente z. su grupo de 
retrovirus endógenos expresan péptidos dd GAG, anticuerpos anti-HTLV-I reacdonan en 
contra de estos péptidos, El análisis de WB dd HTLV-I y HRES-I demostró epítopes 
comunes relacionados a lapl9, p24 y p28dd HTLV-I. 
Posiblemente este hallazgo podría explicar d desacuerdo de datos referentes a 
anticuerpos anti-HTLV-I en distintas enfermedades autoinmunes como esclerosis 
múltiple,57,58 esclerosis progresiva sistémica,59-63 lupus eritematosus sistémico59 y síndrome 
de Sjögren65 entre otras,70,94 puesto que sacro de pacientes con estas enfermedades 
reaccionaron en contra de péptidos expresados por "HRES-r70,94 
Entre las 6 muestras "WB i n d e t e r m i n a d a s " d e la teas, 3 muestras presentaron 
bandas únicamente para la pl9 y p24 (Figura 11). Posiblemente el análisis de muestras 
de estos individuos podría revelar la expresión de retrovirus endógenos. 
Probablemente el "HRES-I", d Lma-6ó/HTLV-I y d prototipo del HTLV-I sean 
formas evolutivas del HTLV en diferentes grados de maduradón en las células hospederas, a 
partir de un retrovirus endógeno ancestral, incapaz de expresarse. En los antígenos de 
la región GAG, constitutivos dd core dd virus, confinados a la región intracehilar, se 
encuentran los epítopes comunes, obviamente cuando d provirus se expresa produciendo 
viriones, ya es mayor la interaedón de la membrana de la célula hospedera con las proteínas 
codificadas por la región ENV dd virus, «lemas la exposidón dd virion al microambiente 
intercelular y la presión sdectíva dd sistema inmunológíco, favorecen cambios, 
encontrándose por lo tanto, más expuestas las güeoproteínas de la envoltura viral a 
variadones antigénicas. 
Basado en lo expuesto anteriormente, cabe la pregunta de sí, los "WB 
indeterminados" no serían HTLV inmaduros, con expresión únicamente de antígenos del 
core viral (GAG), o bien, HTLV completos, pero con güeoproteínas variantes en la 
envoltura viral, incapaces de generar anticuerpos que reconozcan las güeoproteínas 
dd prototipo HTLV-I irtiliyadas en las pruebas serológicas. En este» casos aún 
utilizándose d PCR/hibiidadón para d ENV, pudieran pasar desapercibidas en caso de que 
la variación genómica del ENV no fuera muy extensa. 
El HTLV circulante entre amerindios amazónicos todavía resulta indefinible. 
Trabajando en colaboradón con Maruyama7*56 previamente al desarrollo experimental de 
esta tesis, detectamos anticuerpos que reaedonaron en contra de péptidos codificados por 
la región GAG ( pl5, pl9 y p24 ) p o r d método de WB, utilizando d lisado viral de 
Lma-66/HTLV-L La detecdón serotógica específica de güeoproteínas dd ENV no se 
hizo por d método de WB, no obstante, con d empleo de la Inmunomicroscopía 
dectrónica (con anti-IgG acoplada al oro coloidal) se pudo observar viriones 
reaccionando con el suero de indios de la Amazonia. En esta tesis hubo 15 muestras 
de amerindios PA seroreactivas, pao cuando fueron sometidas a WB, una sola muestra fue 
clasificada como seropositiva. Este único hallazgo de seropositividad al HTLV-I 
corresponde a un indio Waüipi, actualmente con 14 años de edad. Según 
informaciones de la FUNAl-Amapá (Fundación Nacional de Asistencia al Indio del estado 
de Amapá), estos amerindios se han mantenido relativamsrte aislados de la civilización, sin 
embargo hay reportes de transfusión de sangre, incluso el amerindio positivo fue sometido 
a transfusión masiva de sangre en un episodio de malaria Adanás, a pesar de que la 
FUNAI niegue contacto sexual de los Waiapi con civilizados, circula muy reservadamente 
que esto ocurrió. Recientemente se registró un caso de leucemia Hnfbcrtka aguda 
fulminante, culminando con el óbito de un indio WaiSpi, tío por la Hnea paterna del indio 
HTLV-I seropostivo ( no se probó la muestra del amerindio fallecido, tampoco del padre 
del indio HTLV-I seropositivo). Exámenes clínicos del amerindio HTLV-I seroposhivo no 
frdjrarofl Tlifigiina «nnrmaliHaH nMimlógjra nf hematológíca. 
Andrade-Serpa et al 95 no detectaron anticuerpos para el HTLV-I entre indios de 
una tribu indígena ei los límites de la Amazonia brasileña con la región noreste de Brasil, en 
el estado de Maranhao. Rodriquez et aL96 reportan la detección de anticuerpos anti-
HTLV-I entre amerindios Yanomami en la Amazonia Venezolana. 
Después del hallazgo de Reeves etal.11'11 de seroprevalencía de 9.9% para el 
HTLV-Q entre indios Guayami de Panamá ganó fuerza la hipótesis de que, entre los 
aborígenes del nuevo mundo circula el HTLV-II,. Por otro lado, uno de los 
colaboradores de Reeves, Lal et al.,91 trabajando con muestras del »ir del estado de Para, 
Brasil, de individuos con malaria, por métodos serológicos detectó 2 seropositivos, para 
el HTLV-II; desconociendo la etnia de los individuos estudiados en el norte de Brasil, 
acorriendo que estaba trabajando con una población con gran porcentaje de sangre 
indígena aunque realmente, la gran mayoría trae en su formación étnica participación de 
europeus, africanos y aborígenes, en menor proporción. 
Cben et al.9* reportan que individuos comprobadamente sooreactivos, cuando 
fueron probados por WB con la gp52 recombinante del HTLV-II, reaccionaron con 
HTLV-I, demostrando que aún existe ephopes comunes entre el HTLV-I y el II en la 
secuencia aminoaddica de la gp52 recombinante. Por lo tanto, las 7 muestras 
comprobadamente acarreadoras de la forma provirai del HTLV-I en la tesis, argumenta 
Alertemente en contra del reporte de Lai et al. 97 puesto que se basas en el WB con 
glicoproteina recombinante sin que se demostre d genoma dd HTLV-II. 
Reforzando d trabajo de Lai et al,91 Azevedo et al." con los resultados 
preliminares de esta tesis (incluyendo los amerindios seropositivos a PA), investigó 1,320 
amerindios y detectó 17 individuos seropositivos al HTLV-II utilizando los mismos kits 
comodales empleados por Lai et al. Los 17 individuos suspuestamoite HTLV-II 
seropositivos son indios Kayapó, ya con un amplio contacto con dvilizados, incluso con 
reporte de orfermedades sexualmraite transmisibles entre ellos. 
Muy redentemente, Biade et ed.91 en una investigación epidemiológica muy 
extensa, involucrando amerindios de Panamá, Venezuela, Chile y Brasil, confirmó la 
presencia dd HTLV, específicamente dd tipo Q, por métodos serológicos y 
moleculares, destacándose la más alta incidencia, de 47 %, odre k>s indios Kayapó, de 
entre los cuales se incluye los mekranohi y Xicrins, que nosotros56 en colaboradón con 
Maniyama habíamos previamente detectado anticuerpos »¿puestamente anti-HTLV-I, 
únicamente para los péptidos dd GAG, por lo tanto "WB indeterminados" según d 
"USPHS".81 De este grupo de amerindios (Kubenkroke/Kayapó) seropositivos a HTLV-H, 
nosotros en la tesis detectamos 9 seroreactivos a PA que no confirmaron por d método de 
WB para HTL V-L 
Grupos que investigan sobre las rutas de evolución de los PTLVs, postulan que d 
ancestral común a estos retrovirus se haya originado en Asa41 y posteiormente en un 
pasado no muy distante, divergido d HTLV-II dd HTLV-I y STLV. Se ha observado que 
primates no humanos dd viejo continente, de Asia y Africa, acarrean esa su genoma d 
STLV-I, indistinguible por pruebas rutinarias de serologia del HTLV-I40. 
Confrontándose d paralelismo entre la alta inddencía dd HTLV-I entre japoneses 
y dd STLV-I entre simios japoneses {Macaca menestrmd), y también entre simios 
africanos {Cercopitheccvs aethiops) y entre determinadas pobladones de Africa, se 
buscaron anticuerpos anti-HTLV-I entre diferentes espedes de simios amazónicos, sin 
encontrar ningnn seroreactivo (Tabla 11). Sin embargo, simios africanos, importados de 
Africa, cautivos en el Centro Nacional de Primatas, Belém, Pará, Brasil, presentaron fuerte 
reacción otando fueron probados por ELISA para detectar anticuerpos anti-HTLV-I, 
generalmente con valores de D.O >2.00 ( muestras en este rango de D.O, cuando fueron 
sometidas al WB, presentaron bandas correspondiendo a reacción con GAG y ENV de 
HTLV-I y se detectaron genes del HTLV-I por PCR/hibridación). Andrade Serpa et 
a¡100 tampoco detectaron anticuerpos anti-HTLV-I entre simios amazónicos. 
Maruyama*9 menciona que simios del vigo mundo albergan d STLV-I, hedió ya 
ampliamente comprobado, mientras que simios del nuevo mundo, en contrapartida, están 
infectados por Herpesvirus. Se podría supone- que la expresión de Herpesvirus 
pudiéan mantener silencioso algún posible PTLV rdadonado con «míos dd nuevo mundo. 
El origen dd amerindio amazónico está vinculado a la migración de pueblos 
asiáticos al continente americano. La coexistencia dd indio con los atrios es muy 
estrecha en la florista; surgj la interrogadón de si d amerindio amazónico estuviera 
infectado con d HTLV-I/n ¿no estaría también d simio dd nuevo mundo? O al inverso, ya 
que se menciona la posible existencia dd STLV-II entre simios dd nuevo mundo40,41, no 
obstante, los simios amazónicos resultaron seronegatives al HTLV-I y entre los 
amerindios, un sólo caso de positividad al HTLV-I torna indefinible la cuestión. 
Investigaciones epidemiológicas más extensas para HTLV-I y II son necesarias para 
esclarecer estas dudas. 
Linhares101 y Kitagawa et aLm en d noreste y sur de Brasil respectivamente, 
Tsugane et aL103 en Bolivia y Blattner et a/.48 en Hawai demostraron la presencia de 
anticuerpos anti-HTLV-I entre inmigrantes japoneses y ais descendientes, no obstante, en 
la teas, no encontramos seroposhividad en este grupo, aunque se hayan probado tanto 
personas jóvenes y de la tercera edad, oriundas de diferentes áreas de Japón, todos 
residentes en d estado de Pará, Brasil. 
Si comparamos nuestros datos de seroprevalencía con otros datos reportados en 
Brasil, encontramos que: Andrade-Serpa et ai.100 detectaron 1 individuo HTLV-I 
seropositive de una comnunidad de 119 negros en la Amazonia, y 8 de 215 pacientes 
con distintas patologías (predominantemente hematológicas/ sur de Brasil); no 
detectaron anticuerpos anti-HTLV-I entre 100 donadores de sangre (sur de Brasil). El 
criterio para confirmación de resultados PA/ELISA/IF positivos fueron basados en la 
presaicáa de bandas en el WB únicamente para los péptidos del GAG, pl9, p24 y p53/55, 
por lo tanto WB indeterminados, similarmente a nuestros hallazgos de 2 de 770 individuos 
meztizos (del grupo control de la isla de Marajó) y 4 de 390 pacientes con neoplasias, todos 
WB indeterminados. El individuo de la conmunidad negra de la Amazonia fue considerado 
HTLV-I seropositivo en base a su seroreacdón por Inmunofluorescencía indirecta y ELISA. 
De los 8 individuos seropositivos de un total de 215 pacientes con diferentes 
hemoblastosis, sólamente 3 pudiéron ser considerados seropositivos por presentar 
bandas para péptidos codificados tanto por la región GAG como ENV del HTLV-I, 
mientras que nosotros no tuvimos ningún individuo con hemoblastosis seropositivo a 
HTLV-I (0/69). 
Por otro lado, Cortes et al 104 en el sur de Brasil, analizando 1,316 individuos 
del grupo de riesgo de contraer SIDA (homosexual, bisexual, prostitutas y esposas de 
hemofilicos HIV s&opositivos), 80 resultaron positivos para anticuerpos anti-HTLV-I por el 
método de radioinmunopredpitación (RIP). No obstante, estos datos son dudosos, pués d 
reporte menciona que todas las 1,316 muestras fueron probadas por d método de RIP 
como prueba confirmatoria por ser muy laboriosa y de muy alto costo. 
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El reporte de Caterino-de-Araújo et al. con datos confiables, mendona la 
presencia tanto de HTLV-I como de HTLV-II entre individuos dd grupo de riesgo de 
contraer SIDA (adictos a drogas endovenosas, homosexuales y Insexuales) en d estado de 
S5o Paulo (sur de Brasil). Los resultados de serología fueron cotejados con los 
resultados obtenidos por PCR/hibridadón. Estos datos confirman los resultados de 
investigadones epidemiológicas realizadas en Europa y Norteamérica, de elevada 
prevalenda dd HTLV-II entre individuos adictos a drogas endovenosas En la tesis, los 
datos referentes a los grupos de riesgo, aún son preliminares, pués también sugieren 
fuertemente, diseimnadón en gran escala dd HTLV por d uso de agujas contaminadas 
entre grupos promiscuos (datos no mostrados ai la tesis). 
Ha sido reportada seroreacdón cruzada106,107 entre d HTLV-I/n y d Piasnodio 
spp,, incluso se discute ú la seroprevalencía para d HTLV-I/n encontrada en d i* trabajo hedió en colaboradón con Maiuyama, entre aborígenes amazónicos, no es 
debida a una reacción cruzada con Plasmodio, por otro lado otros investigadores 
mencionan también probable falsa seroprevalencía para el HTLV-I en determinadas áreas 
de Africa y Sudeste asiático6'12'106 consideradas zonas malarígenas, como ocurre en toda la 
Amazonia. 
Cuando se probarón en la tesis, 168 muestras de pacientes con malaria 
(.Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax) del estado de Amapá, con microscopía 
positiva por IF, se detectarón por ELISA cerca de 30 % de seroreactores a HTLV-I/n 
con valores de absorbanda (D.O) elevada, arriba del punto de corte (pero menor que 
0.920), sugeriendo la presencia de epitopes comunes entre el HTLV-I y Plasmodio spp., 
tomando en cuarta que, entre los grupos probados, solamente este de plasmodio 
positivo, presentó elevación general de los valores de densidad óptica por ELISA ( datos 
no mostrados). A diferencia de este hallazgo, Lal et al.97 no encontraron seroreación 
cruzada con HTLV en el sur de Pará, Brasil. 
Comparándose la tasa general de seroprevalencía para el HTLV-I encontrada en 
este trabajo en la Amazonia brasileña ( 0.56 %) con otras áreas del planeta, se considera 
relativamente baja la prevakmcia del virus, ya que en áreas endémicas como en 
Japón, la tasa de seroprevalencía varia entre 8 a 15% en zonas hiperendémicas35 y de 
0.3 a 1.2 % en áreas de menor endemiádad.5'10'26 En el Caribe, la seroprevalencía para el 
HTLV-I varía entre 2.3 % ai Trinidad y Tobago a 6.1 % en Jamaica.5*90 No obstante, 
hay estudios epidemiológicos que reportan tasa de infección por él HTLV-I de hasta 
37 % en Japón10* y Caribe.90,109 En los E.U.A., la tasa general de seroprevalencía para el 
HTLV-I varia entre 0.025 a 0.043 % entre donadores de sangre de todo el país, sin 
embargo alcanza valores devados como 9 % en poblaciones de alto riesgo110,111, aunque en 
el Noreste de México se reporta 0 % de seroprevalencía en población de alto riesgo para 
SIDA.112 
En otras áreas de Latinoamérica, se ha reportado seroprevalencía para el 
HTLV-I en pacientes con TSP, de 1 a 5 % en Colombia10'113 y Caribe.109'110-111 
En Melanesia, redentemente se aisló una variante antigénica dd HTLV-I, 
encuentrandose aha seroprevalencía de hasta 15 % entre los aborígenes dd área.414*3'108 
La seropositividad para el HTLV-I detenmnada en la tesis se concentra en 3 
grupos: individuos de una pequeña villa de pescadores, en la isla de Marajó, Pará, 
localizada en la desembocadura del río Amazonas (grupo control); entre profesionales de 
salud, de Belém, Pará, trabajando en la unidad de radioterapia y pacientes con neoplasia 
cervicouterina, sometidos a terapia con cobalto. Estos datos sugieren focos concentrados 
con caractaísticas comunes en 2 grupos, de profesionales de salud y pacientes con 
neoplasia. La prueba de yf ha demostrado que la frecuencia de anticuerpos a HTLV-1 
determinada en esta teas, no es un evento aleatorio obviamente, y si depende de factores 
intrínsecos a los grupos humanos probados. 
En Japón, después de la catástrofe nuclear en Hiroshima y Nagasaki, se 
incrementaron significativamente las tasas de neoplasias, principalmente las leucemias 
(excepto la lcuc@nia linfbcítica crónica) y neoplasias uterinas.114 El objetivo de este trabajo 
no pretendía comprender que factores están involucrados en la expresión del virus, sin 
embargo, la radiactividad parece estar relacionada con la expresión viral (Figura 23). 
El hallazgo del HTLV-I en pacientes con cáncer, particularmente cervicouterino 
(4/390) es un dato poco reportado, sin onbargo ha llevado a algunos grupos a investigar el 
papel del virus en estas neoplasias. Por otro lado, el encuentro de HTLV-I entre 
profesionales de salud (3/170), trabajando en unidades de radioterapia, es algo inusitado que 
amerita ser mejor investigado, para tratar de evaluar si realmente el factor radioactividad 
está involucrado en la expresión del virus. Sumado al hecho de que también los pacientes 
con cáncer cervicouterino, antes mencionados, fueron sometidos a la radioterapia, podría 
suponerse que realmente la radioactividad esté relacionada al mecanismo de expresión de 
este retrovirus. Es muy improbable que se haya transmitido el virus de un grupo al otro. 
En la tesis, los datos indican que el HTLV-I es 3 veces más frecuente entre 
pacientes cancerosos que entre individuos del grupo control; esta tasa sería más elevada sí 
se tomara en cuenta los "WB indeterminados", estos datos confirman los hallazgos de 
Reeves et al.,ni Asou et al}1 y Maruyama et al116 los cuales detectaron valores 
elevados de seropositividad al virus en este grupo. Maruyama*9 además estimó que el 
HTLV-I es 5 veces más prevalente entre pacientes de cáncer que individuos sanos. 
Como se mencionó anteriormente, el HTLV-I es considerado el agente etiológico 
déla leucemia/linfoma de linfodtos T de adultos.126 Hematólogos de Bdán, Pará, 
creen que la enfermedad ocurre, pero por falta de información médica no es 
diagnosticada como tal. En la tesis, de 69 casos de hemoblastosis (leucemia linfocítica 
aguda, mielocttica crónica, linfocítica crónica, linfoma de Hodgkins y no Hodgkins, 
histioótoma y plasmadtoma) ninguno presoitó anticuerpos anti-HTLV-1 de acuerdo a las 
normas del USPHS, sin embargo, un inferite diagnosticado con leucemia linfocítica 
aguda, presentó anticuerpos anti-pl9 y anti-p24 por el método de WB, falleciendo en virtud 
de una fuete supresión del sistema inmunológico. Sarai va117 relata un caso de 
hemoblastosis ai Belán, inicáalmente considerado "WB indeterminado" pero que meses 
más tarde presentó reacción para todas las bandas por el WB. Otro caso de interés en este 
estudio fue un adulto con linfoma no Hodgkins, reaccionando con ELISA a D.O > 2.00, 
(compatible con la presencia de bandas para el GAG y ENV por el método de WB), este 
paciente fije a óbito y la muestra de suero se agotó antes que se pudiera confirmar los 
resultados por WB y PCR, sin embargo, su esposa presentó anticuerpos por los 3 métodos, 
con bandas para el GAG y ENV ai el WB. Estos 2 casos no confirmados de serologia al 
HTLV-I son compatibles con los datos de la literatura; posiblemente la leucemia linfocítica 
aguda fuera un caso mal diagnosticado de ATLL infantil.318,119 En cuanto al caso de linfoma 
no Hodgkins, también podría ser otro caso mal diagnosticado de ATLL, aunque hay 
indicios de que el HTLV-I esté involucrado ai la etiología del linfoma no Hodgkins.120'121 
Previamente al trabajo de tesis, en una investigación en colaboración con 
Maniyama62 se detectaron anticuerpos anti-pl9 y anti-p24 ai un infante con diagnóstico 
de síndrome de Guillain-Barré. En la tesis no se detectaron anticuerpos anti-HTLV-I 
entre 37 muestras de pacientes con enfermedades neurológicas- Es muy probable que el 
TSP/HAM ocurra en la Amazonia. El número de pacientes ceurológicos probados en la 
teas fiie muy pequeño, una investigación más amplia pudiéra esclarecer mejor este punto. 
Considerándose el hecho de que retrovims endógenos están involucrados en la 
morfogénesis y fisiología del embrión 21,32 y que recientemente se identificó un retrovirus 
endógeno relacionado al IITLV-I, "HRES-F'94 se buscaron anticuerpos anti-HTLV-I 
entre infantes con síndrome de Down y otras genopatías, sin que se encontraran 
anticuerpos anti-HTLV-I entre estas personas. Se piensa en el futuro aumentar la población 
de individuos con genopatías para comprenda" mejor la relación aitre retrovims endógenos 
y exógenos, y su papel en la fisiología y patología en el organismo. 
Entre las formas de transmisión del virus, la transfusión de sangre contaminada en 
bancos de sangre, fue responsable de la amplia diseminación del virus en zonas de alta 
eodermcidad,34^0,108 afortunadamente, en la mayoría de los países ai que el HTLV-I y D 
son prevalentes, ya es de rutina la serdogía para el HTLV-I y II en bancos de sangre. En 
Brasü, reáattemeote se tornó obligatoria la serología para el HTLV-I y II en bancos de 
sangre. 
En la tesis se investigó si los individuos involucrados en el estudio epidemiológico 
habían sido sometidos a transmisión de sangre; de los 12 HTLV-I seropo&tivos, 4 
habían sido traisfundidos y los otros 8 reportaron no haba recibido transfusión de 
sangre (Figura 22). 
Saraiva117 reporta que de 804 donadores de sangre de Bdém, Para, 4 individuos 
presentaron seroreaedón para el HTLV-I y 1 de 40 individuos con hemopatías presentó 
anticuerpos anti-HTLV-I. Estos datos sugieren que los hemocentros dd país están 
contribuyendo a la diseminadón dd virus. La tasa de 0.5 % de seropositividad al HTLV-I 
hallada en d banco de sangre de Bdón concuerda con la seroprevalencía de 0.31 % en la 
pobladón de bajo riesgo determinada en la tesis (Tabla 8). 
Generalmente los padsites cancerosos reciboi transfusión de sangre, la cual podría 
haber sido una posible ruta de infección a HTLV-I entre los seropositivos hallados en la 
tesis . De los 4 padentes neopláácos, solamente 1 recibió transfusión de sangre, por lo 
tanto, la probabilidad de que la infección por d HTLV-I se deba a la transfusión de sangre 
no representó un factor importante OT este grupo. 
La transmisión dd virus por vía sexual se hizo aparente en 2 casos; uno en que d 
padente neoplásico, HTLV-I seroreactivo por PA y ELISA, falledó, con diagnóstico 
clínico de linfbma no Hodgkins y su esposa clínicamente sai», resultó seropositiva por 
WB y PCR/hibridadón, y d otro caso, un profesional de salud, trabajando como técnico en 
radioterapia y su esposa, también profesional de salud, pero no radioterapista, resultaron 
seropositivos al HTLV-I por WB y PCR/hibridadón. 
No se detectaron anticuerpos anti-HTLV-I entre hijos de HTLV-I seropositivos, ya 
sea infantes o adultos jóvenes; se podría suponer que la edad haya ¿do la probable 
razón de la seronegatividad al virus entre estos familiares. Saito et al.m reportan la 
detección del genoma del HTLV-I en 3 neonatos seronegalivos al HTLV-I, pero 
nacidos de madres HTLV-I seropositivas. Probablemente en este estudio, si fcera 
investigada la presencia de la forma proviral dd HTLV en los hijos seronegativos, de 
madres/padres seropositivos, se tendrían resultados positivos. La edad media de los 
HTLV-I seropositivos detectados en la teas es de 44 años, esto concuoxia con la edad 
media observada en otros estudios y con el tiempo de latenda dd virus.34,35'4* Esta media 
sube entre pacientes neoplásicos, llegando a 50 años, pero disminuye cuando se trata de 
individuos dd grupo control de la isla de Marajó, pasando a 36 años (Tabla 9). 
La predominancia dd sexo femenino entre los HTLV-I seropositivos cuenta con 
fuertes argumentos; la predominancia en la transmisión dd virus dd hombre a la 
mujer, sumado al comportamiento sodobiológico del hombre ai su medio y la activación 
dd genoma viral en d periodo de lactación.35*4449 
8. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS. 
Con la realización de este trabajo de tesis se pudo llegar a las siguientes 
conclusiones: 
• se pudo corToborrar la hipótesis de la existencia del HTLV-I en la Amaroma brasileña, 
a través de la demostración de anticuerpos en contra del virus, asi como por la 
detección de 91 forma proviral en todos los individuos seropositivos probados. 
• se encontraron variaciones geoómicas muy discretas (seguramente puntuales) entre el 
virus circulante en la Amazonia y el prototipo japonés. 
• el análisis de las bandas en el WB de la reacción de los pépúdos virales del HTLV-I 
con el su&o de los individuos evaluados como seropositives, asociado al análisis de 
secuencias genómicas del HTLV-I ubican taxonómicamente al HTLV-I circulante en 
la Amazonia, muy cercanamente a k>s prototipos de Japón, Caribe y Africa y distante a 
la cepa de HTLV-I hallada en las islas del Pacífico sur. 
• la seroprevalenda de HTLV-I fue 3 veces mayor en población de alto riesgo a la 
infección comparada con la población de bajo riesgo principalmente en los grupos de 
profesionales de salud y pacientes neoplá&icos expuestos a la radiactividad. 
• se logró localizar las áreas seroprevalentes a HTLV-I en la Amazonia brasileña y 
determinar ea que grupos humanos hay mayor frecuencia del virus. 
Considerase que los hallazgos de HTLV-I entre profesionales de salud y pacientes 
con neoplasia cervicouterina, expuestos ambos a la radioactividad son inéditos y de gran 
importancia 
El polimorfismo confbrmacional de cadstas simple de DNA encontrado para el 
HTLV-I nos sugiere que ocurre mutaciones, determinadas por la relación virus-huésped en 
un mismo individuo. 
La detección del HTLV-I entre individuos de bajo riesgo de contraer infección al 
virus, individuos del grupo control (3/770) y amerindios amazónicos (1/487), abre paso a 
trabajos de investigación en la búsqueda de las rutas de entrada del virus en estos grupos y la 
relación huésped-parásito. Por otro lado, por tratarse de grupos humanos en donde la 
asistencia médica y medidas de salud pública son muy carentes, se considera necesario una 
amplía divulgación de estos datos. 
El hedió de no hallarse índidos de la drculadón dd virus entre los inmigrantes 
japoneses y sus descendientes (0/100), considerados de alto riesgo, muy posiblemente 
indique la necesidad de aumentar d número de muestras probadas. Lo mismo sucede con los 
grupos de individuos con neuropatías (0/37), genopatías y sus progenitores (0/60), pacientes 
ginecológicos (0/104) y donadores de sangre (0/200). 
La introducdón de la metodología para la extracdón de áddo micldco de 
suero/plasma para pruebas moleculares como d PCR/hibridadón, es un gran paso para 
estudios epidemiológicos, s i donde la infraestrutura laboratoríal es deficiente, no 
permitiendo la execudón de técnicas más elaboradas. Por otro lado la introducdón dd 
análisis de SSCP para estudios moleculares dd genoma dd HTLV-I es redarte y nuestros 
resultados aunque preliminares son prometedores. 
La comparadón hedía aitre las técnicas de PA y ELISA, ai que se demuestra 
mínima« diferencias en la sensibilidad entre estas técnicas, favorecen la utilizadón dd PA en 
pruebas de tamizaje* para anticuerpos anti-HTLV-I/II, por su rapidez y simplicidad ai su 
ejecudón, sin que se necesite de mucha infraestructura. 
El empleo de glicoproteínas recombinantes para la distindón dd HTLV-I dd tipo H, 
aún es preliminar y no la utilizamos. Sin embargo, estos productos recombinantes son muy 
prometedores para d diagnóstico de infectiones retrovirales y podría reemplazar el 
PCR/hibridadón, ya que son tecnologías que exigen instaladones adecuadas, personal 
preparado y aá&nás son caras comparadas a la serología con productos recombinantes, 
quedándose d PCR/hibridadón para estudios que exijan más detalles. 
•Utilizada únicamente para pruebas de tanrizaje, nanea en diagnóstico por infección a HTLV-I 
9.APENDICE. 
SOLUCIONES UTILIZADAS. 
(.Solución de Extracción de DNA de suero/plasma. 
-Nal 6 M / EDTA 13 mM / 0.5 % N-lauril sarcosinato de sodio/ 
10 )ig glucógeno/ Tris-HCl 26 mM, pH 8.0 
2.Amplificación gènica, solución de reacción, 
-10 X concentrado: Tris-HCl 200 mM, pH 8.7/ KC1 100 mM / 
(NEUhSOJOOmM, MgCl2 20 mM, 1 % Triton X-100, 1 mg/ml 
Seroalbumina bovina. 
3. Electrophoresis y Inmunoelectrotransferencia 
- Solución TBE: TRIS-BORATO 45 Mm, pH 83 , EDTA 4 mM 
y 10 % de glicerol. 
-Hydrolink gel a 20 %. 
-Azul de bromofenol a 0.05 %. 
-Bromuro de etidio a 100 jig/ml. 
4.Pré-hibridación e Hibridación. 
-solución de maleato (SSC 5 X): Acido maleico 100 mM, NaCl 
150 mM; pH 7-5. 
-5X SSC/ reactivo bloqueador a 1%/ N-lauroilsarcosinato de 
sodio 0.1 %/ dodecil sulfato de sodio a 0.002 %. 
-solución de lavado (SSC 2 X/ SSC 1X): SDS a 0.1 %. 
-fonnamida a 50 %. 
5. Detección inmunológica. 
-reactivo bloqueador a 1 % en SSC. 
-anti-digoxigenina-AP (Fosfatasa alcalina) en solución de 
trietanolamina, 50 mmol/1; NaCl, 3mmol/l; MgCl2, lmmol/1; 
ZnCl2,0.1 mmol/1; seroalbumina bovina, 1 %; pH 7.6. 
TABLA 1. DISCRIMINACION DE LOS GRUPOS 
HUMANOS INVOLUCRADOS EN EL ESTUDIO 
EPIDEMIOLOGICO. 
G R U P O S H U M A N O S MASCULINO(%) FEMENINO( % ) TOTAL ( % ) 
GRUPO CONTROL 300 ( 38.96) 470 ( 6L03 ) 770 (27.53) 
PROFESIONALES DE SALUD 19 (1L17 ) 151(88.82) 17© ( 6.03) 
PACIENTES NEOPLASICOS 107 ( 21A 3) 283 ( 72.56) 390(13.85) 
AMERINDIOS AMAZONICOS 227 ( 46.61) 260 ( 53.38) 487 (17JO) 
FAMILIARES DE HTLV-ISEROPOSITIVOS 4(30.7«) 9(69.2 3) 13 ( 046) 
INMIGRANTES JAPONESES Y DESCENDIENTES 73 ( 73.0 ) 27 ( 27.0) 100 ( 3.55) 
PACIENTES DE GINECOLOGIA • 104 (íoao) 104 ( 3.69) 
PACIENTES CON NEUROPATIAS 21 (56,75) 16 ( 43.24) 37 ( L31) 
PACIENTES CON GENOPATIAS 17(50.0) 17 ( 50.0) 34 ( 1.20) 
FAMILIARES DE PACIENTES CON GENOPATIA 11 ( 4230) 15 ( 57.69) 26 ( 0.92) 
HIV SEROPOSITIVOS 273(8639) 43 ( 13.60) 316 (11.22) 
PACIENTES CON MALARIA 168(100.0) • 168 ( 5.96) 
DONADORES DE SANGRE 187 ( 93-50 ) 13 ( &50) 200 ( 7.10) 
TOTAL 1,407 ( 49.98 ) 1,408 ( 50.02) 2,815 (100.0) 
TABLA 2. DISCRIMINACION DE LAS ESPECIES DE 
PRIMATES NO HUMANOS DE AMAZONIA Y AFRICA 
INVOLUCRADOS EN EL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO 
PRIMATES NO HUMANOS MACHOS ( % ) HEMBRAS (•/•) TOTAL (% ) 
Cebus apella 36 ( 62.1 ) 22 ( 37.9) 58 ( 36.7 ) 
Cebus albifrons 3 ( 60.0 ) 2 ( 40.0 ) 5 ( 3.2) 
Cebas mgriviUtíus 2 ( 40.0) 3 (60.0) 5 ( 3.2) 
CaWcebus moloch 1 ( 16.7) 5 ( S3.3 ) 6 ( 3.8) 
Caltithrix jacchus jacchus 7 ( 53.8) 6 (46.2) 13 ( 8.2) 
Caüitímx argentata argentata 1 (100.0) 1 ( 0.6) 
Aotus agarae infulatus 14 ( 41.2 ) 20 ( 58.8 ) 34 ( 21.5 ) 
Alouata belzebut belzcbul 1 (50.0) 1 (50.0) 2 ( 1.3) 
Chiropotes sotanas utahicki 4 (40.0) 6 (60.0) 10 ( 0.6) 
Cercopithecus aethiops* 11( 45.8 ) 13 ( 54.2 ) 24 ( 15.2) 
TOTAL 80( 50.6 ) 78 ( 49.4 ) 158(100.0) 
*SimÍ£> Africano 
102112164 
TABLA 3. AMERINDIOS AMAZONICOS INVOLUCRADOS 
EN EL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO 
TRIBUS INDIGENAS MASCULINO ( % ) FEMENINO ( % ) TOTAL ( % ) 
GALJBIS 48 (48.48) 51 (51.51) 99 (20.32) 
KUBENKROKE 20 (32.78) 41 (67.21) 61 (12.52) 
MUNDURUKUS 43 (46.23) 50 (53.76) 93 (19.09) 
PAL1KUR 26 (53.06) 23 (46.93) 49 (10.06) 
YANOMAMI 42 (46.15) 49 (53.84) 91 (18.68) 
WAIÀPI 48 (51.06) 46 (48.93) 94 (1930) 
TOTAL 227 (46.61) 260 (53.38) 487 (100.0) 
TABLA 4. "PR1MERS" EMPLEADOS EN LA 
AMPLIFICACION ENZIMATICA MOLECULAR DE LAS 
REGIONES LTR Y GAG DEL HTLV-IY TAX DEL HTLV-I 
Y HTLV-IL 
REGION GENICA DEL HTLV-I LTR GAG rAx 
SECUENCIA 5'-3' DEL" PRIMER" 582A6031 824 A 8421 7358 A 7377/7248 A 7267 3 
SECUENCIA 3'-5' DEL «PRIMER" 744 A 7644 1017 A1039 5 7496 A 7516/7386 A 7406 6 
1TGACCCTGCTTGCTCAACTCTA (22 MER) 
2. ATGGGCCAAATCTTTTCCC (19 MER) 
3 CGGATACCCAGTCTACGTGT (SECUENCIA COMÚN A HTLV-I YII, 20 MER) 
4.TCTCTCCTGAGAGTGCTATAG (21 MER) 
5 GAGTAGGCTGGCTAGGAGGG AGT (23 MER) 
6.GAGCCGATAACGCGTCCATCG(SECUENCIA COMÚN A HTLV-I YII, 21 MER) 
TABLA 5. SONDAS MOLECULARES UTILIZADAS EN LA 
DETECCION DE LAS REGIONES AMPLIFICADAS DEL 
LTR Y GAG DEL HTLV-IY TAX DEL HTLV-I Y HTLV-H. 
REGION GENICA DEL HTLV-I SECUENCIA 3'-5* DE LA SONDA 
LTR 655 A 624 (32 MER)1 
GAG 931A 960 (30 MER)2 
TAX* 7447 A 7486 Z7337 A 7376 (40 MER ? 
1 GGGTGGAACriTCGATCTGT AACGGCGC AGAA 
2.CGGTCCCTCCAGTTACGATTTCCACCAGTT 
3ACG<XCTACTGGCCACCTGTCCAGAGCATCAGATCACCTG 
* REGION COMUN A HTLV-I Y H. 
TABLA 6. NUMERO DE INDIVIDUOS SEROREACTORES 
POR EL METODO DE PA, ELISA Y WB. 
ÏUPOS HUMANOS MASCULINO ( % ) FEMENINO( •/. ) TOTAM % ) 
IUPO CONTROL 0/300 ( 0) 3/470 (0.63) 3/770 (038) 
[OFESIONALES DE SALUD 1/19 (5.26) 2/151 (i M) 3/170(1.76) 
HERINDIOS AMAZONICOS 1/227 (0.44) 0/260 ( 0) 1/487 (0.20) 
M. HTLV I POSITIVO1 0/4(0) 2/10 (20) 2/14 (14.28) 
[MIGRANTES JAPONESES1 0/73 (0 ) 0/27(0) 0/100(0) 
kOENTES NEOPLASICOS 0/107(0) 4/283 (1.41) 4/390 (1.02) 
VCIENTES DE GINECOLOGIA 0/104(0) 0/104(0) 
VŒNTES CON NEUROPATIAS 0/21(0) 0/16(0) 0/37(0) 
iClENTES CON GENOPATIA 0/17(0) »17 (0 ) 0/34(0) 
AM. PAC. CON GENOPATIA3 0/11(0) 0/15(0) 0/26(0) 
OTAL 2/779 ( 0.25) 10/1,352* (0.73) 12/2,131 (0.56) 
1 .FAMILIARES DE INDIVIDUOS HTLV-ISEROPOSTITVOS 2.INMIGRANTES JAPONESES Y SUS 
DESCENDENTES 3.FAMILIARES DE PACIENTES CON GENOPATIA 4. UNA PERSONA DEL SEXO 
FEMENINO PERTENENCE TANTO AL GRUPO DE PROFESIONAL DE SALUD COMO AL GRUPO 
DE FAMILIAR DE INDIVIDUO HTLV-I SEROPOSITTVO. 
TABLA 7. COMPARACION DE LA FRECUENCIA DE 
SEROPOSmVIDAD A HTLV-I ENTRE LOS DIFERENTES 
GRUPOS TOMANDO COMO REFERENCIA EL GRUPO 
CONTROL. 
GRUPOS GRADO DE INCIDENCIA RELATIVO AL GRUPO CONTROL 
PROFESIONALES DE SALUD 4.63 VECES MAYOR (1.76/038) 
PACIENTES NEOPLASICOS 2.68 VECES MAYOR (1.02/0.38) 
AMERINDIOS AMAZONICOS 0.52 VECES MENOR (0.20/0.38) 
FAM. HTLV-I POSITIVO* 37.57 VECES MAYOR (14.28/0.38) 
«FAMILIARES DE INDIVIDUOS HTLV-I SEROPOSITIVOS 
TABLA 8. SEROPREVALENCIA A HTLV-I ENTRE 
INDIVIDUOS DE BAJO RIESGO Y ALTO RIESGO DE 
CONTRAER INFECCION RETROVIRAL. 
GRUPOS INDIVIDUOS POSITIVOS A HTLV-I ( % ) 
BAJO RIESGO1 4 (0.18) 
ALTO RIESGO2 8 (0.37) 
TOTAL 12 (0.5 6) 
1JNDIVIDGOS DEL GRUPO CONTROL Y AMERINDIOS AMAZONICOS 
¿PROFESIONALES DE SALUD, INMIGRANTES JAPONESES Y SUS DESCENDIENTES, PACIENTES CON 
NEOFLASIA8, INDIVIDUOS CON NEUROPATIAS, GENOPATIAS Y FAMILIARES DE INDIVIDUOS HTLV-1 
SKROPOSmvOS-
TABLA 9. MEDIA GENERAL DE EDAD ENTRE LOS 
INDIVIDUOS SEROPOSITIVOS 
AL HTLV-L 
GRUPOS DE INDIVIDUOS HTLV-I SEROPOSITIVOS EDAD MEDIA (AÑOS) 
PROFESIONALES DE SALUD 40.0 
GRUPO CONTROL 35.6 
AMERINDIOS AMAZONICOS 11.0 
FAMILIARES DE INDIVIDUOS HTLV-I SEROPOSITIVOS 59.0 
PACIENTES CON NEOPLASIA CERVICOUTERINA 49.8 
EDAD MEDIA GENERAL 39.1 
TABLA 10. CORRELACION ENTRE VALORES DE D.O* 
DETECTADOS POR ELISA Y POSITIVIDAD POR W B 
PARA ANTICUERPOS ANTI-HTLV-L 
VALORES DE D.O * BANDAS EN EL W.R CLASIFICACION 
>2.00 
pl9,p24, p29, p34, 
p3ó,p42, gp46, gp61/68 SEROPOSITIVO 
>0.921 Y <2.00 pl9 Y p24 INDETERMINADO 
<0.921 SERONEGATIVO 
•PUNTO DE CORTE : 0391 
• 
TABLA 11. INDIVIDUOS SEROPOSITTVOS A HTLV-l/il 
POR LA PRUEBA DE ELISA A D.O* ENTRE 0.920 A 
VALORES SUPERIOR A 2.00. 
GRUPOS 2 . 0 0 > D.O >0.920 ( % ) D.O >2.00 
DONADOR DE SANGRE 0/200 ( 0 ) 0/200 ( 0 ) 
PACIENTE CON MALARIA 4/168 ( 2.38) 0 / 1 6 8 ( 0 ) 
INDIVIDUO HEV SEROPOSITIVO 15/316 ( 4.74) 2 /316(0.63) 
SIMIO AMAZONICO 0 / 1 3 4 ( 0 ) 0 / 1 3 4 ( 0 ) 
SIMIO AFRICANO 4/24 ( 16,66 ) 2 /24(8 .33) 
•PUNTO DE CORTE: 0.391 
TABLA 12. COEFICIENTES DE CORRELACION ENTRE 
LOS PEPTIDOS Y GLICOPEPTIDOS DEL IITLV-I 
DETECTADOS EN EL METODO SEROLOGICO DE WB. 
™ pl9 
p24 0.8345 p24 
p29 0.6471 0.5400 p29 
p34 0.5883 0.4909 0.9091 p34 
p36 0.6471 0.5400 1.00 0.9091 p36 
p42 0.6853 0.7833 0.6894 0.6267 0.6894 p42 
p46 0.5547 0.6846 0.6291 0.7171 0.6291 0.8740 p46 
gp61/68 0.7050 0.5883 0.7464 0.8345 0.7464 0.7510 0.8593 gp61/68 
p53/55 0.0748 0.3364 0.2357 0.2143 0.2357 0.3038 0.2091 0.0748 
p=0.001 
• 
TABLA 13. COEFICIENTES DE CORRELACION ENTRE 
LAS REGIONES AMPLIFICADAS DEL LTR, GAG Y TAX. 
TAX GAG 
LTR 0.9179 0.8154 
0.7485 TAX 
p=0.0CH 
TABLA 14. SINOPSIS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 
CON LOS PEPTIDOS/GLICOPEPTIDOS DE HTLV-I EN 
WB. 
HTLV-I SEROPOSITIVO SEXO P19 p24 p29 p34 p36 p42 SP46 P53/55 gp61/68 
* 
#3 oeop. cervico a terina1 Fem. + + + + + + + + + 
#6 amerindio Waiapi Mase. + + + + + + + + + 
* 
#8 profesional de salud2 Fem. + + + + + + + + + 
* 
#9 profesional de salud Fem. + + + + + + + + + 
* 
#10 profesional de salad Mase. + + + + + + + + + 
* 
#14 oeop. cervicouterina Fem + + + + + + + + 
#16 oeop. cervicouterina Fem* + + + + + + + + + 
#17 neop. cervicouterina Fem. + + + + + + + + 4-
* 
#19 grupo control Mase. + + + + + + 
#22 FamuHTLV-I3 Fem. + + + + + + + 
* 
#27 grupo control Mase. + + + + + + + 
#36 grupo control Mase. + + + m + + + + 
1 Neoplasia cervicooterina 2 Iotividoo proferónal de salud también clasificado cono Familiar (te 
indivìduo HTLV-I seropowtm» s Famffiar ée Individuo HTLV-I teropoàtivo. 
* Individuos «mietidot al análisis de SSCP. 
FIGURA 1. MAPA DE LA AMAZONIA BRASILEÑA EN QUE 
SE REALIZO LA COLECTA DE MUESTRAS DE SANGRE 
PARA EL ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO. 
COLECTA DE MUESTRAS DE SANGRE (2.815 MUESTRAS) 
U 
OBTENCION DE SUERO O PLASMA 
V 
DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-HTLV-I/II 
0 4 
PA (50/2,131*) ELISA (2/684) 
U 
ELISA (34/50) 
U 
WB (12/34) / WB INDETERMINADAS (6/34) 
W 
SELECCION DE MUESTRAS CON MEJOR PATRON POR EL W B (7/12) 
U 
PCR (7/7) / HIBRIDACION (7/7 ) 
II 
ANALISIS DE POLIMORFISMO CONFORMACIONAL 
*DE UN TOTAL DE 2,815 MUESTRAS, »4 MUESTRAS FUERON PROBADAS UNICAMENTE POR ELE5A 
FIGURA 2. FLUJOGRAMA EMPLEADO EN EL 
TRABAJO DE TESIS. 
Patrones de aglutinación 
« / / O0 cf 
/ y / / ^ 
FIGURA 3. METODO DE AGLUTINACION DE 
PARTICULAS DE GELATINA PARA LA DETECCION DE 
ANTICUERPOS ANTI-HTLV-L 
1 2 3 
1. Adición del antígeno viral de HTLV-I(lisado celular). 
2. Adición de muestras de suero/plasma a ser probado. 
3. Adición de Anti-IgG humana conjugada a la fosfatasa 
alcalina. 
4. Adición del sustrato p-nitrofenilfosfato. 
5. Desdoblamiento del sustrato con coloración amarilla del 
medio. 
FIGURA 4. METODO SEROLOGICO DE ELISA. 
pr 53 
p ¿ 0 
© © 
a.Bandas revelando péptidos de GAG, ENV y Px; patrón 
positivo. 
b.Bandas revelando péptidos de GAG; patrón indeterminado 
c.Bandas revelando glicopéptidos de ENV; patrón 
indeterminado. 
FIGURA 5. PATRONES DE SEROREACTIVIDAD A 
PEPTIDOS Y GLICOPEPTIDOS DE HTLV-I. 
LTR 582-603 
3uudl ix i j i juw^ 
LTR 764-744 
GAG 824-842 
inDGGÜDüaDDmmGDIXIGODaODmrDGGDDDGDÜDB 
3 ü m m m a D i x i D n D G [ x i [ x m 
GAG 1039-1017 
TAX* 7358-7377(1)7248-7267(11) 
3 D m m m i x i m i i i D o a x D i x m i i i m 
TAX*7516-7496( I ) 7406-7586 ( n ) 
FIGURA 6. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LAS 
REGIONES DEL HTLV-I* AMPLIFICADAS CON PRIMERS 
PARA LTR, GAG Y TAX 
•La region TAX es común a HTLV-I y HTLV4 
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180PB 
#1: PROFESIONAL DE SALUD 
#2: NEOPLASIA CERVICOUTERINA 
#3: PROFESIONAL DE SALUD 
#4: PROFESIONAL DE SALUD 
#5: NEOPLASIA CERVICOUTERINA 
#6: GRUPO CONTROL 
#7: GRUPO CONTROL 
#8: CONTROL POSITIVO (Lroa-66/HTLV-I) 
FIGURA 12. HIBRIDACION CON SONDAS ESPECIFICAS 
TAX DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS CON 
"PRIMER" TAX HTLV-L 
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#1: PROFESIONAL DE SALUD 
#2: NEOPLASIA CERVICOUTERINA 
#3: PROFESIONAL DE SALUD 
#4: PROFESIONAL DE SALUD 
#5: NEOPLASIA CERVICOUTERINA 
#6: GRUPO CONTROL 
#7: GRUPO CONTROL 
#8: CONTROL POSITIVO (Lma-66/HTLV-I) 
FIGURA 13. HIBRIDACION CON SONDAS ESPECIFICAS 
GAG DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS CON 
"PRIMER" GAG HTLV-I. 
1 2 3 4 5 6 7 8 
#1: PROFESIONAL DE SALUD 
#2: NEOPLASIA CERVICOUTERINA 
#3: PROFESIONAL DE SALUD 
#4: PROFESIONAL DE SALUD 
#5: NEOPLASIA CERVICOUTERINA 
#6: GRUPO CONTROL 
#7: GRUPO CONTROL 
#8: CONTROL POSITIVO (Lma-66/HTLV-I) 
FIGURA 14. HIBRIDACION CON SONDAS ESPECIFICAS 
LTR DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS CON 
"PRIMER" LTR HTLV-I. 
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